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Tato diplomová práce se zabývá studiem využití Ramanovy spektroskopie a Ramanovské 
pinzety k analýze a isolaci bakteriálních kmenů produkujících polyhydroxyalkanoáty (PHA). 
Pomocí plynové chromatografie s FID detekcí jsme stanovili obsah polyhydroxybutyrátu 
(P(3HB)) v biomase PHA produkujících bakteriálních kmenů Burkholderia cepacia, 
Halomonas halophila, Cupriavidus necator H16 a jeho mutantního kmene Cupriavidus 
necator H16/PHB–4 a dále Lactobacillus delbrueckii, která sice není producentem 
polyhydroxyalkanoátů, ale byla vybrána jakožto zástupce grampozitivních bakterií. Následně 
jsme díky Ramanově mikrospektroskopii, Ramanovské pinzetě a FT-IR spektrometru 
v kombinaci s Ramanovým FT-modulem dokázali potvrdit či vyvrátit přítomnost P(3HB) 
u bakterií. Dále práce popisuje bakterii Cupriavidus necator H16, která je modelovým 
organismem pro produkci P(3HB), a její mutantní kmen Cupriavidus necator H16/PHB–4. 
Bakteriální kmen Cupriavidus necator H16 byl kultivován v produkčním minerálním médiu 
o různém obsahu dusíku, a zároveň kultivace probíhala i v tekutém médiu Nutrient Broth, 
čímž byla připravena bakteriální biomasa s různým obsahem P(3HB), spektra se následně 
porovnávala se spektrem bakteriálního kmene Cupriavidus necator H16/PHB–4. Ramanova 
spektroskopie nachází dobré uplatnění při charakterizaci složení jednotlivých bakteriálních 
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This diploma thesis deals with the study of the utilization of Raman spectroscopy and Raman 
tweezers for analysis and isolation of polyhydroxyalkanoates (PHA) producing bacteria. 
Using gas chromatography with FID detection, we determined the polyhydroxybutyrate 
(P(3HB)) content of the PHA biomass of bacterial strains Burkholderia cepacia, Halomonas 
halophila, Cupriavidus necator H16 and its mutant strain Cupriavidus necator H16/PHB-4 
and Lactobacillus delbrueckii, which is not a producer of polyhydroxyalkanoates but this 
bactrea was selected as representative of Gram-positive bacteria. Subsequently, thanks to 
Raman microspectroscopy, Raman tweezers and FT-IR spectrometer in combination with 
Raman FT-module, we were able to confirm or disprove the presence of P(3HB) in bacteria. 
Furthermore, the thesis describes Cupriavidus necator H16, which is a model organism for 
the production of P(3HB), and his mutant strain Cupriavidus necator H16/PHB-4. The 
bacterial strain Cupriavidus necator H16 was cultivated in a production mineral medium of 
various nitrogen contents, while cultivation was also carried out in liquid Nutrient Broth. By 
this cultivation we were able to reach various P(3HB) content in bacterial biomass, the spectra 
were subsequently compared with the spectrum of the bacterial strain Cupriavidus necator 
H16/PHB-4. Raman spectroscopy is well used to characterize the composition of individual 
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Rychlá, přesná a spolehlivá identifikace mikroorganismů je důležitým kritériem v mnoha 
odvětvích výzkumu či průmyslu, ať už se jedná o charakterizaci mikroorganismů v lékařství, 
při farmaceutické výrobě nebo v technologiích, které zpracovávají potraviny. Samotná 
identifikace mikroorganismů bývá zdlouhavá a často celý proces trvá déle než jeden den.  
Postupně byly vyvíjeny různé analytické metody, které umožňují rozsáhnou a rychlou 
identifikaci mikrobů.  
V posledních dvou desetiletích nabízí velké uplatnění Ramanova spektroskopie, která 
poskytuje spolehlivou a nedestruktivní identifikaci jednotlivých bakteriálních buněk. Jednou 
z hlavních výhod Ramanovy spektroskopie je schopnost vyobrazení celkového složení buňky, 
tato metoda se využívaná k charakterizaci nukleových kyselin, proteinů, sacharidů či lipidů 
v buňkách, možná je i charakterizace různých typů buněk a prokázání fyziologických nebo 
fenotypových změn v jednotlivých živých buňkách či charakterizace produkce 
polyhydroxyalkanoátů (PHA) během kultivačního procesu a detekce množství PHA 
v jednotlivých časech růstu daných bakterií. Díky tomu je možné živé buňky a tkáně 
identifikovat na základě jejich „biochemického podpisu“ za fyziologických podmínek. 
Celosvětovým problémem je momentálně velké množství plastů, které velmi často bývají 
v přírodě téměř nerozložitelné, proto se nabízí možnost nahradit klasické plasty na bázi ropy 
alternativními materiály, které mají podobné vlastnosti, ale navíc schopnost degradace. Mezi 
nejznámější, biologicky odbouratelné plasty patří PHA, které jsou zcela biosyntetické, 
biologicky odbouratelné a plně recyklovatelné do organického odpadu. PHA jsou 
syntetizovány a uloženy v bakteriálních buňkách ve formě intracelulárních granulí.  
Pomocí Ramanovy spektroskopie jsme schopni detekovat obsah PHA v bakteriálních 
buňkách, porovnat mezi sebou spektra a určit obsah PHB. Díky Ramanovské pinzetě máme 
schopnost provést analýzu na úrovni jedné buňky, díky optické pasti, která se vytvoří k fixaci 
buňky, jsme schopni zjistit nejen chemické složení buňky, ale buňkou je možné následně i 
manipulovat.  
V této diplomové práci jsem se zabývala uplatněním Ramanovy spektroskopie a Ramanovské 
pinzety v analýze a isolaci PHA produkujících bakterií. Pomocí Ramanovy spektroskopie a 
následně Ramanovské pinzety byly studovány buňky jednotlivých zástupců PHA produkujích 
bakterií za různých podmínek přípravy. 
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2 TEORETICKÁ ČÁST 
2.1 Polyhydroxyalkanoáty (PHA) 
Syntetické plasty jsou chemickým průmyslem vyráběny od počátku 30. let, mají pozitivní 
vlastnosti, jako je pevnost, lehkost a trvanlivost. Přestože jsou biologicky nerozložitelné, 
stávají se důležitým materiálem pro zlepšení kvality lidského života. Plastové výrobky jsou 
často jednoúčelově využívány, zejména při balení potravin nebo jako zdravotnický materiál. 
Protože plastové výrobky nejsou biologicky odbouratelné, hromadí se v našem ekosystému, 
což má za následek značnou zátěž pro nakládání s pevným odpadem. Každý rok se vyrobí 
kolem 400 milionů tun plastu a z toho až 40 % je pouze na jedno použití. Více než osm 
milionů tun plastů vstupuje každý rok do oceánu, nejčastěji jako vyhazované odpadky z lodí 
nebo jako pozůstalý odpad z pláží. Odborníci udávají, že do roku 2050 bude množství plastu 
v oceánu vážit více než množství ryb v oceánu. Je velmi obtížné snížit spotřebu plastových 
výrobků kvůli jejich všestranným vlastnostem, ale je možné nahradit klasické plasty na bázi 
ropy alternativními materiály, které mají podobné vlastnosti, ale navíc schopnost degradace 
[1], [2]. 
Mezi různými typy biologicky rozložitelných plastů patří mezi nejznámější 
polyhydroxyalkanoáty (PHA), které jsou zcela biosyntetické, biologicky odbouratelné a plně 
recyklovatelné do organického odpadu. Polyhydroxyalkanoáty jsou přírodní polyestery 
složené z různých hydroxyalkanoátů. Tyto polyestery mají chemické a fyzikální vlastnosti 
podobné plastům vyráběných na bázi ropy, proto přitahují velkou pozornost převážně 
z důvodu jejich možné náhrady. Hlavní výhodou polyhydroxyalkanoátů je biologická 
rozložitelnost a biokompatibilita [3], [4]. 
PHA jsou akumulovány v bakteriálních buňkách ve formě intracelulárních granulí. Ačkoliv 
více než 300 různých mikroorganismů syntetizuje PHA, pouze několik z nich, 
jako např. Cupriavidus necator, Alcaligenes latus, Azotobacter vinelandii, Pseudomonas 
oleovorans, Paracoccus denitrificans, Protomonas extorquens a rekombinantní E. coli, jsou 
schopné produkovat dostatečné množství PHA pro produkci ve velkém měřítku. Ke tvorbě 
polymeru dochází v podmínkách nedostatku, kdy růst samotné biomasy je omezen limitací 
přísunu dusíku, fosforu nebo kyslíku, avšak za nadbytečného přísunu uhlíkatých surovin 
[1], [5], [6]. 
 
2.1.1 Historie PHA 
Prvním příkladem PHA, který byl objeven, byl poly(3-hydroxybutyrát) P(3HB). V roce 1926 
francouzský vědec Maurice Lamoigne poprvé izoloval a charakterizoval P(3HB) 
z grampozitivní bakterie Bacillus megaterium. Od této první zmínky se začalo více soustředit 
na mikroorganismy, ve kterých by se akumulace P(3HB) mohla vyskytovat [7].  
Roku 1958 vědci Macrae a Wilkinson dokázali, že zástupci grampozitivních či 
gramnegativních bakterií nebo archeabakterií syntetizují a shromažďují PHA jako zásobní 
formu energie a uhlíku za podmínek omezení živin, avšak pouze při vysokém poměru uhlíku 
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k dusíku. Začátkem roku 1959 byly zřízeny společnosti, které podporovaly PHA jako 
bioplasty šetrné k životnímu prostředí [7].  
V roce 1974 dokázali Wallen a Rohwedder identifikovat i jiné typy PHA než pouze P(3HB). 
Izolací z aktivovaného kalů odpadních vod bylo získáno majoritní množství  
3-hydroxyvalerátů (3HV) a minoritní množství 3-hydroxyhexanoátu (3HHx). Identifikace 
dalších druhů PHA měla velký vliv na rozvoj výzkumu těchto polyesterů, vzrostl i obchodní 
zájem o tento bakteriální polymer. V roce 1976 společnost Imperial Chemical Industries 
(ICI Ltd., UK) uznala potenciální použitelnost P(3HB) jakožto možnou náhradu některých 
druhů plastů pocházejících z ropy. V této fázi se také uskutečnila první průmyslová výroba 
kopolymeru složeného z 3-hydroxybutyrátu (3HB) a 3-hydroxyvalerátu (3HV), který je 
na trhu známý pod názvem Biopol™ [7], [8]. 
Začátkem roku 1980 započala další etapa vývoje, a to ve výzkumu týkajícího se klonování a 
charakterizace genů podílejících se na biosyntéze těchto bakteriálních polyesterů. Nástupem 
molekulární biologie se vyskytly nové možnosti pro biologický výzkum PHA, což přispělo 
k pochopení principu biosyntézy PHA na genové úrovni. Od 90. let vědci z celého světa 
pracují na využívání PHA pro různé průmyslové, zemědělské a lékařské aplikace [8]. 
V posledním desetiletí byla pozornost věnována přechodu z plastů na bázi ropy na biologické 
alternativy, které jsou založeny na obnovitelných zdrojích, jsou schopné biologického 
rozpadu a kompostování a splňují vlastnosti klasických plastů. Aby bylo PHA 
konkurenceschopné klasickým plastům na bázi ropy, je potřeba, aby byly schopné jim 
konkurovat z hlediska jak kvality, tak i hlediska ekonomického. Některé studie se zabývají 
nalezením a využíváním různých alternativ, převážně levných surovin nebo odpadních látek 
pro produkci PHA, jako je např. použitý fritovací olej. Nevýhodou však stále zůstávají vysoké 
výrobní náklady PHA. Zatímco cena polymerů, jako je polypropylen (PP) nebo polyethylen 
(PE) se pohybuje kolem 0,60–0,87/lb USD, náklady na biopolymer PHA se odhadují  
na 3–4krát vyšší. Hlavním důvodem jsou vysoké náklady za substráty s vysokou čistotou, 
jako je třeba glukosa. Předpokládá se, že s rostoucí dostupností surovin z obnovitelných 
zdrojů a rostoucí poptávkou po odbouratelných plastech se naskytne vhodnější ekonomická 
příležitost pro využití biologicky rozložitelných polymerů pro biomedicínské, balící a 
potravinářské aplikace [9], [10],[11].  
 
2.1.2 Rozdělení a typy PHA 
Polyhydroxyalkanoáty jsou lineární polyestery skládající se z monomerů hydroxykyselin 
(HA) spojených pomocí esterové vazby. Tato vazba se vytváří spojením karboxylové skupiny 
jednoho monomeru s hydroxylovou skupinou sousedního monomeru [1].  
Polyhydroxyalkanoáty jsou nejčastěji klasifikovány do dvou skupin v závislosti na počtu 
atomů uhlíku v monomerních jednotkách (Obrázek 1). V mikrobiálních polyesterech se 
všechny monomerní jednotky vyskytují v konformaci R vzhledem ke stereospecificitě 
biosyntetických enzymů. Molekulová hmotnost u PHA se pohybuje v rozmezí  




Obrázek 1 - Struktura PHA [12] 
 
První skupinou jsou PHA s krátkým řetězcem (scl – short-chain-lenght), obsahují 3 až 5 
atomů uhlíků a jsou syntetizovány širokým spektrem bakterií, jako je např. Cupriavidus 
necator. Pro scl-PHA byly detekovány monomerní jednotky oxidované i v jiných polohách 
než pouze na třetím uhlíku, příkladem je třeba 4-hydroxybutyrát (4HB), 4-hydroxyvalerát 
(4HV) a 5-hydroxyvalerát (5HV) [7], [13]. 
Nejlépe charakterizovaným a nejvíce studovaným typem PHA, produkovaného mnoha typy 
mikroorganismů, je poly(3-hydroxybutyrát) P(3HB) (Obrázek 1). Procento P(3HB) v těchto 
buňkách je normálně velmi nízké, mezi 1 % až 30 %, ale za vhodných fermentačních 
podmínek, kdy je přebytek uhlíku na úkor dusíku, produkce biopolymeru vzroste na výtěžnost 
až 90 %. Je to krystalický, lineární polyester kyseliny 3-hydroxymáselné, generovaný celou 
řadou bakterií jako uhlíková rezerva, průmyslově je nejčastěji vyráběn fermentací glukózy 
bakterií Cupriavidus necator. Mechanické vlastnosti P(3HB) jsou velmi podobné běžným 
plastům jako je polypropylen nebo polyethylen. P(3HB) má užitečné vlastnosti, jako je 
nerozpustnost ve vodě, odolnost vůči vlhkosti, optická čistota a dobrá rozpustnost kyslíku. 
Nevýhodou je, že teplota tání je velmi blízká teplotě rozkladu P(3HB), z tohoto důvodu je 
jeho zpracování komplikovanější. Mechanické vlastnosti komerčně dostupného P(3HB) 
nacházejí uplatnění při aplikaci v lékařství jako implantáty [5], [8], [14], [15], [17], [18].  
Zahrnutím (3-hydroxyvalerátu) (3HV) do struktury P(3HB) vzniká kopolymer poly(3-
hydroxyburyrát-co-3-hydroxyvalerát) P(3HB-co-3HV). Množství 3HV v kopolymeru je 
důležitým parametrem pro dosažení optimálních vlastností materiálu. Zvýšený obsah 3HV 
v kopolymeru má za následek snížení teploty tání, ale zároveň i snížení pevnosti a pružnosti 
v tahu, jsou tedy i lépe tvárné, a proto jsou lepšími kandidáty na komoditní materiál než čistý 
P(3HB). Porovnání vlastností P(3HB) a jeho kopolymeru je uvedeno níže (Tabulka 1). 
Také bylo dokázáno, že méně krystalická složka 3HV v kopolymeru vykazuje vyšší rychlost 
degradace než vysoce krystalická složka 3HB, proto je možné úpravou procentuálního složení 
obsahu 3HV v kopolymeru „ladit“ požadovanou dobu degradace [15], [19], [20]. 
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Tabulka 1 - Srovnání fyzikálních vlastnosti polymerů [20] 
Polymer Bod tání (°C) Pevnost v tahu 
(MPa) 
Pružnost 
v tahu (GPa) P(3HB) 179 40 3,5 
P(3HB-co-3HV) 3 mol% 3HV 170 38 2,9 
P(3HB-co-3HV) 9 mol% 3HV 162 37 1,9 
P(3HB-co-3HV) 14 mol% 3HV 150 35 1,5 
P(3HB-co-3HV) 20 mol% 3HV 145 32 1,2 
P(3HB-co-3HV) 25 mol% 3HV 137 30 0,7 
Polypropylen (PP) 170 35 1,7 
Polyethylentereftalát (PET) 262 56 2,2 
Polystyren (PS) 110 50 3,1 
 
Druhou skupinou jsou PHA s dlouhým řetězcem (mcl – medium-chain-lenght) skládající se 
z 6 až 14 atomů uhlíku. Mezi hlavní zástupce schopné akumulace PHA s dlouhým řetězcem 
patří převážně druhy rodu Pseudomonas. Na rozdíl od scl-PHA zde byly všechny doposud 
zjištěné monomerní jednotky oxidovány pouze na třetím uhlíku, vyjímku tvoří nedávno 
identifikovaný 4-hydroxyhexanoát (4HHx). PHA s dlouhým řetězcem jsou elastomery s velmi 
úzkým teplotním rozmezím, s nízkou teplotou tání a toto činí mcl-PHA pružnějším a 
elastičtějším materiálem, než je PHA s krátkým řetězcem [1], [7], [13].  
 
2.1.3 Biosyntéza PHA 
PHB může být vyrobeno buď pomocí chemické syntézy, nebo biosyntézou, kdy jsou PHA 
syntetizovány a intracelulárně akumulovány v buňce. Chemická syntéza vychází 
z polymerace -butyrolaktonu, kdy dochází k otevírání kruhu cyklické sloučeniny  
(ring-opening polymerization). Reakci katalizují hlavně organokovové katalyzátory na bázi 
zinku a hliníku [22].  
 
 
Obrázek 2 - Ring-opening polymerization [23] 
 
Polyhydroxyalkanoáty v bakteriích slouží jako intracelulární zásobárna potravy a energie, 
jsou produkovány buňkou při omezeném množství živin v prostředí. Omezením živin se 
aktivuje metabolická cesta, která shlukuje acetylové jednotky z Krebsova cyklu (TCA) a dále 
pokračuje až k samotné výrobě P(3HB). Syntéza P(3HB) závisí na řadě podmínek, včetně 





zdroj uhlíku v nadbytku a další živina, nejčastěji dusík, síra nebo fosfor, je limitována [21], 
[22]. 
Počet metabolických cest k produkci P(3HB) se neustále zvyšuje, avšak nejprostudovanější 
biosyntetická dráha pro produkci P(3HB) se skládá ze sledu tří enzymatických reakcí, které 
jsou katalyzovány třemi různými enzymy. Třístupňovou reakci zahajuje acetyl-CoA. Dvě 
molekuly acetyl-CoA jsou kondenzovány na acetoacetyl-CoA pomocí enzymu β-
ketoacylthiolasu (PhaA), ten je následně redukován na (R)-3-hydroxybutyryl-CoA, kde je 
reakce katalyzována NADPH-dependentní reduktázou (PhaB). Posledním krokem je 
kondenzace dvou monomerních jednotek, katalyzovaných stereospecifickou PHA syntázou 
(PhaC) za vzniku poly(3-hydroxyalkanoátů). V této biosyntetické dráze jsou zapotřebí geny 
phaA, phaB a phaC, které kódují příslušné enzymy [15], [22]. 
 
 
Obrázek 3 - Biosyntetická dráha poly(3-hydroxybutyrátu) [16] 
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Biosyntéza PHA je regulována na enzymatické úrovni a je ovlivněna výběrem vhodného 
substrátu, který zajistí optimální podmínky pro akumulaci P(3HB). Intracelulární koncentrace 
acetyl-CoA a volného koenzymu A má významný vliv na regulaci syntézy polymerů. 
Při vhodných růstových podmínkách, kdy je mikroorganismus kultivován v médiu 
bez limitace dusíkem, se acetyl-CoA oxiduje v Krebsově cyklu (TCA). Během reakce se 
generuje NADH, využívané pro biosyntetické účely. Při přetrvávajícím růstu se zvyšuje 
koncentrace NADH, čímž se snižuje aktivita cyklických enzymů TCA, citrát syntázy a 
isocitrát dehydrogenázy [22].  
 
2.1.4 Biodegradace P(3HB) 
Biodegradace je proces, při kterém dochází k rozkladu složitých strukturu organických 
sloučenin na netoxické produkty s nižší molekulovovu hmotností. Konečné produkty 
biodegradace mohou být dále využity pro speciální bakterie, které jsou schopny zpracovat 
nežádoucí organické sloučeniny jako zdroj energie a uhlíku pro svůj růst. Jednou 
z jedinečných vlastností PHA materiálů je jejich biologická rozložitelnost v přírodním 
prostředí, jako je půda či voda. Biodegradace PHA může probíhat za anaerobních podmínek, 
kdy konečnými produkty je oxid uhličitý, voda a methan, nebo při aerobních podmínkách za 
vzniku oxidu uhličitého a vody [24], [25].  
Enzymatická degradace je dvoustupňový proces. V prvním kroku se naváže enzym 
na polymerní substrát a následně katalyzuje hydrolytické štěpení. Obecně existují dva typy 
PHA depolymeráz, které jsou klasifikovány jako intracelulární PHA depolymerázy a 
extracelulární PHA depolymerázy [25].  
Při intracelulární degradaci dochází k hydrolýze endogenních zásob uhlíku, který je 
naakumulován uvnitř buňky. Enzymy, katalyzující intracelulární degradaci PHA, jsou 
intracelulární PHA depolymerázy. Intracelulární P(3HB) depolymerázy dokáží rychle a 
efektivně hydrolyzovat nativní P(3HB) granule, které obsahují proteiny a lipidy. Je známo, že 
některé bakterie produkující PHA intracelulárně degradují PHA ve stresových či nějak 
nepříznivých podmínkách pro svůj růst. Ačkoliv intracelulární P(3HB) depolymerázy hrají 
řadu důležitých rolí při degradaci P(3HB), kvůli složitosti jejich působení není o tomto 




Obrázek 4 - Degradace PHA. Lahev z P(3HB-co-3HV) inkubována během léta při průměrné teplotě 
20 °C ve splaškovém kalu. Průběh degradace zaznamenáván v 0, 2, 4, 6, 8 a 10 týdnech 
(zleva doprava) [29] 
V přirozeném prostředí se granule PHA nahromaděné v bakteriích uvolňují do životného 
prostředí po lýzy buněk. Extracelulární degradace využívá hydrolýzy pevného, částečně 
krystalického polymeru P(3HB), který není možné hydrolyzovat intracelulární P(3HB) 
depolymerázou na ve vodě rozpustné oligomery a monomery pomocí extracelulárních 
P(3HB) depolymeráz, které produkují některé druhy mikroorganismů. Extracelulární PHA 
depolymerázy jsou rozděleny do dvou tříd na základě jejich substrátové specifitě. Jedna 
skupina obsahuje scl-PHA depolymerázy, které degradují pouze P(3HB) a jeho kopolyestery. 
Druhá skupina se skládá z depolymeráz mcl-PHA. Primárně rozkládají alifatické a aromatické 
PHA, skládající se z dlouhých 3-hydroxyalkanoátů se 6 až 14 atomy uhlíku. Podle studie je 
známo, že většina PHA degradujících mikroorganismů produkuje pouze jeden typ PHA 
depolymeráz [8], [25], [26].  
Na proces biodegradace má vliv několik faktorů, mezi ty nejzásadnější patří teplota, vlhkost, 
pH, obsah živin a kyslíku nebo polymerní složení. Rychlost enzymatické eroze P(3HB) 
depolymerázou je silně závislá na koncentraci enzymu. Povrchové podmínky či celková 
chemická struktura hrají důležitou roli v biodegradačních procesech. Obecně platí, že 
polyestery s postranními řetězci jsou méně asimilovány než ty, které postranní řetězce nemají 
[25], [26].  
 
2.1.5 Bakterie produkující PHA 
Polyhydroxyalkanoáty jsou ve většině bakterií syntetizovány a intracelulárně akumulovány 
ve formě granulí za nepříznivých podmínek růstu, jako je omezení dusíku, fosforu, hořčíku 
nebo kyslíku, a to za přítomnosti nadbytku uhlíku. Každá granule je obklopena fosfolipidovou 
membránou, ve které jsou umístěné proteiny, včetně PHA syntázy a depolymerázy.  Velmi 
důležité je proto vyvinout takovou kultivační strategii, aby byla výroba PHA co 
nejefektivnější [28], [30]. 
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2.1.5.1 Cupriavidus necator H16 
Bakterie Cupriavidus necator H16, dříve známá pod názvem Ralstonia eutropha H16 je 
gramnegativní, fakultativně chemolitotrofní prokaryota, která našla široké uplatnění jako 
biotechnologický produkční mikroorganismus, zejména k produkci biopolymerů. Tato 
bakterie je schopna využívat CO2 a H2 jako zdroj uhlík a energie pro svůj růst. Pro svůj 
aerobní růst vyžaduje jednoduché zdroje uhlíku ve formě fruktosy či glukosy a přídavek 
minerálních solí [31], [32]. 
 
Obrázek 5 - Bakterie Cupriavidus necator H16  
Cupriavidus necator H16 je producentem scl-PHA, obvykle P(3HB). Buňky této bakterie jsou 
schopné akumulace PHA polymeru v množství až 80 hm. % suché buněčné hmoty. 
V přítomnosti glukosy a kyseliny propionové, jakožto prekurzoru k tvorbě 3HV, je 
Cupriavidus necator H16 schopna syntézy kopolymeru P(3HB-co-3HV) s obsahem 3HV 
v rozmezí 5 až 25 mol. % [30], [31], [32]. 
 
2.1.5.2 Cupriavidus necator H16/PHB-4 
Na začátku šedesátých let 20. století přitahovaly pozornost různé druhy mutantních druhů 
bakterií Cupriavidus necator, jakožto možný producent tzv. single-cell proteinu (SCP), 
určený k výrobě výživy pro zvířata a nebo jako potrava pro kosmonauty ve vesmíru. Během 
těchto výzkumů byl izolován mutantní kmen a nejvýznamnější zástupce PHB negativních 
mutantů Cupriavidus necator H16/PHB-4. Tento mutant byl izolován převážně z toho 
důvodu, že zvířata i lidé nejsou schopni polymer P(3HB) degradovat, a proto pro ně nemá 
žádný nutriční význam [34]. 
Mutantní kmen, bakterie Cupriavidus necator H16/PHB-4, je tedy stejnou bakterií jako 
modelový organismus pro produkci PHA, bakterie Cupriavidus necator H16, avšak s tím 
rozdílem, že není možná produkce polymeru P(3HB) [34]. 
 
2.1.5.3 Burkholderia cepacia 
Burkholderia cepacie je gramnegativní bakterie, původně parazitující na cibulovitých 
rostlinách. Společně s dalšími bakteriemi tvoří tzv. Burkholderia cepacia komplex (BCC). 
V současnosti tento komplex obsahuje okolo dvaceti příbuzných druhů bakterií. Tato bakterie 
je problematickým patogenem u pacientů s onemocněním jako je cystická fibróza nebo 
chronická granulomatózní choroba. Burkholderia cepacie vykazuje vysokou odolnost vůči 
mnoha antibiotikům a dezinfekčním látkám [35], [36]. 
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Pro bakteii Burkholderia cepacie je možné využívat širokou škálu zdrojů uhlíku, včetně 
xylulózy, galaktózy, glukózy, glycerolu, k produkci PHA s krátkým řetězcem (scl-PHA). 
Kromě homopolymeru polyhydroxybutyrátu P(3HB) a polyhydroxyvalerátu P(3HV), je 
schopná produkce i kopolymeru P(3HB-co-3HV). Začleněním P(3HV) s P(3HB) za vzniku 
kopolymeru je možné získat nižší krystalinitu a lepší elastičnost materiálu [35], [37], [38].  
 
2.1.5.4 Halomonas halophila 
Halomonas halophila, dříve známá jako Deleya halophila, je gramnegativní a aerobní, 
halofilní bakterie. Tato bakterie produkuje PHA, v případě kultivace v minerálním médiu 
s omezeným obsahem dusíku je Halomonas halophila schopna akumulace PHA až 82hm. % 
buněčné sušiny. Jelikož se jedná o halofilní bakterii, nejvyšších výtěžků P(3HB) dosahuje 
při optimální koncentraci NaCl 60 g/l. [42], [43], [44].  
 
2.1.6 Aplikace PHA 
Současným problémem je nadměrná produkce odpadu spolu s nadměrným množstvím 
vyprodukovaných plastů, které se v přírodě rozkládají mnoho desítek až stovek let. 
Momentálně je kladen důraz na ekologickou činnost a zamezení nadbytečné produkce 
odpadu, proto se čím dál více zvyšuje zájem o využívání PHA, hlavní příčinou je, že PHA 
jsou netoxické, biokompatibilní a biologicky odbouratelné termoplasty, jejichž velkou 
výhodou je možnost jejich výroby z obnovitelných zdrojů. Díky vlastnostem, jako je vysoká 
krystalinita, optická aktivita či nerozpustnost ve vodě, jsou velkou konkurencí polypropylenu, 
nejvíce využívaného plastu získávaného v petrochemickém průmyslu [15], [28].  
V posledních letech se společnosti začaly zajímat o využití PHA v obalových, 
biomedicínských či zemědělských aplikacích. Původně byly PHA používány k výrobě 
běžných předmětů, jako jsou lahve na šampon a obalové materiály. PHA byly převážně 
vyvinuty jako obalové fólie, především k použití jako nákupní tašky, obaly a jednorázové 
předměty. Mohou být použity i jako nosiče pro dlouhodobé uvolňování herbicidů nebo 
insekticidů. Vysoká molekulová hmotnost PHA může být užitečná při výrobě ultra silných 
vláken využívaných v rybářství [28]. 
Homopolymer P(3HB) a kopolymer P(3HB-co-3HV) jsou nejvíce studované PHA 
pro lékařské aplikace. V posledních letech jsou považovány za přední materiál při výrobě 
kardiovaskulárních přípravků (srdeční chlopně, stenty, štěpy), uplatnění nacházejí i jako drug 
delivery systémy (tablety, mikronosiče pro protinádorovou léčbu), při léčbě ran (stehy), ale i 
v ortopedii jako implantáty, prostředky na opravu šlach. Díky vysoké imunotoleranci, nízké 
toxicitě a možné biologické odbouratelnosti je přínosné uplatnění polyhydroxyalkanoátů 
v tkáňovém inženýrství [28], [45].  
Každým rokem poptávka po bioplastech roste, ale i přesto jsou polyhydroxyalkanoáty stále 
relativně novou skupinou biologicky rozložitelných polymerů, které mají v budoucnu velký 
potenciál využití díky jejich širokému spektru možného uplatnění [28].   
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2.2 Ramanova spektroskopie 
Ramanova spektroskopie je laserová technologie, která se v posledních dvou desetiletí 
rozrostla od fyziky a chemie až k biomedicíně. Může být využívána jako neinvazivní, 
nedestruktivní, dokonce i bezkontaktní monitorovací metoda v řadě biomedicínských oborů. 
Ramanovské spektrum vyobrazuje celkové molekulární složení, včetně specifických signálů 
z proteinů, nukleových kyselin, lipidů a sacharidů, ale i anorganických látek biologických 
vzorků. Díky tomu mohou být živé buňky a tkáně identifikovány na základě jejich 
„biochemického podpisu“ za fyziologických podmínek. Ramanova spektroskopie poskytuje 
spolehlivé výsledky, které lze rychle získat z minimálního objemu vzorku [46]. 
 
2.2.1 Historie Ramanovy spektroskopie 
Objevitelem tzv. Ramanova rozptylu je indický lékař Chandrasekhara Venkata Ramana, který 
jej nejdříve předpověděl a poté roku 1928 popsal jako nový druh sekundárního záření. 
Ramanův efekt je nepružným rozpylem elektromagnetického záření, který vzniká v důsledku 
výměny energie mezi zářením a molekulovými vibracemi. Roku 1930 C. V. Raman získal 
Nobelovu cenu za výzkum světelného rozptylu a objevu Ramanova rozptylu [46], [47]. 
Vzhledem k citlivosti metody byla Ramanova spektroskopie poprvé použita k odhalení 
molekulárních struktur čistých chemikálií a dodnes se využívá k charakterizaci a identifikaci 
chemických složek a pevných látek [46].  
 
2.2.2 Princip Ramanovy spektroskopie 
Ramanova spektroskopie je rychlá, přímá a nedestruktivní analytická metoda, která studuje 
vibrační přechody molekul, díky kterým získáváme informace o struktuře a vlastnostech 
molekuly. Tato metoda je založena na měření rozptýleného záření vznikajícího z interakcí 
monochromatického laserového paprsku, který dopadá na molekuly vzorku, a tím dochází 
k jeho excitaci ze základního elektronového stavu do tzv. virtuálního energetického stavu 
[49], [50].  
Jsou známy dva typy rozptylů, Rayleighův a Ramanův. Při Rayleighově (elastickém) rozptylu 
je molekula excitovaná ze základního stavu do virtuálního stavu a při následné deexcitaci je 
emise záření o stejné energii i vlnové délce, jako byla jejich původní hodnota. U Ramanova 
(neelastického) rozptylu dochází ke změně energie záření. Pokud se molekula po deexcitaci 
vrací na vyšší energetickou vibrační hladinu základního elektronového stavu a emituje záření 
o nižší energii, tedy větší vlnové délce, než bylo budící záření, projeví se zde změna 
v Ramanově spektru jako Stokesovy linie. Molekuly, které se nachází ve vyšší vibrační 
hladině elektronového stavu a po deexcitaci se vrací z virtuální hladiny na základní vibrační 
hladinu základního elektronového stavu s větší energií emisního záření a nižší vlnovou délkou 
než u budícího záření, vykazují v Ramanově spektru tzv. anti-Stokesovy linie [49], [50]. 




Obrázek 6 - Znázornění jednotlivých přechodů mezi energetickými stavy molekuly [51] 
 
Podmínkou aktivity vibrace v Ramanově spektroskopii je změna polarizovatelnosti molekuly 
během vibrace. Polarizovatelnost molekuly je v podstatě mírou schopnosti posouvat 
v molekule náboje působením elektrického pole a vytvářet indukovaný dipól. 
Polarizovatelnost molekuly má úzký vztah k charakteru molekulových orbitalů. Změna 
polarizovatelnosti je způsobena jejich deformací. Polarizovatelnost molekuly má velký 
význam při studiu nepolárních vazeb. Ramanovo spektrum popisuje závislost intenzity 
Ramanova rozptylu na vlnové délce, popřípadě relativním vlnočtu [49], [52]. 
Jelikož je Ramanův rozptyl velmi slabý, je nutné využít takový zdroj záření, který poskytuje 
stabilní a intenzivní záření. Nejčastěji se používají lasery produkující laserové světlo 
ve viditelné oblasti Nd:YAG (např. 532 nm) nebo blízké infračervené oblasti (např. 785 nm), 
pro oddělení poměrně slabého Ramanova rozptylu od intenzivního Rayleighového rozptylu 
se využívá dvojitý, popřípadě trojitý monochromátor a různé druhy filtrů. Rozptýlené záření 
se poté měří kolmo na směr dopadajícího paprsku. Jako detektory se často využívají citlivější 

















2.2.3 Využití Ramanovy spektroskopie 
Ramanovu spektroskopii je možné využít k identifikaci širokého spektra látek. Ramanovu 
spektroskopii je možné provádět jak kvalitativní, tak i kvantitativní analýzu stopového 
množství širokého spektra látek. Výhodou této techniky je identifikace jak tuhých, tak 
i tekutých vzorků. Ramanova spektroskopie nevyžaduje, aby byly vzorky opticky čisté, proto 
není potřeba žádné speciální úpravy vzorků [49], [50], [53]. 
Tato analytická metoda našla uplatnění k identifikaci zneužívaných a nezákonných látek, 
mezi které nejčastěji patří amfetamin, barbiturát či kokain. Byl popsán i způsob využití 
Ramanovy spektroskopie s Fourierovou transformací a infračervenou spektroskopií 
pro charakterizaci benzodiazepinů, které se využívají jako sedativa, antiepileptika nebo 
myorelaxancia. Ramanova spektroskopie může být využita i pro mikrostrukturní 
charakterizaci nosičových systémů, převážně k pochopení interakcí léčiv a pomocných látek 
[49], [50].  
Jedním z nejzajímavějších potenciálních aplikací Ramanovy spektroskopie je studium 
farmaceutických sloučenin. V reálném čase mohou být monitorovány in vitro distribuce léčiv 
a buněčná odpověď, což může napomoct jak k finančnímu snížení stádií vývoje léčiv, tak i 
potřebě studií na zvířatech. Apoptóza, buněčná odpověď na toxickou látky, může být 
detekována změnami Ramanových spekter. Tato technika již byla použita k prokázání 
distribuce protinádorového léčiva při rakovině prsu. Dalším velkým potenciálem použití 
Ramanovy spektroskopie je diagnostika různých onemocnění, jako je ateroskleróza, 
osteoartróza a rakovina. Mnoho onemocnění pochází ze základních biochemických změn 
uvnitř buněk a Ramanova spektroskopie dokáže detekovat tyto jemné změny [55]. 
S Ramanovou spektroskopií se můžeme setkat v oblastech od potravinářské chemie, 
biotechnologie, mikrobiologie až po genové inženýrství. Obrovské uplatnění nachází 
i v oboru medicíny, kde je možné Ramanovu spektroskopii využít k diagnostice 
např. nádorových buněk [53], [54]. 
 
2.2.4 Ramanova spektroskopie buněk 
Ramanova spektroskopie je rychlou metodou k identifikaci významných druhů 
mikroorganismů, jako jsou kvasinky, bakterie, řasy, plísně, ale slouží i k rozpoznání 
biologických vzorků. Tato metodou poskytuje jakýsi chemický „otisk prstu“, který je 
charakteristický pro jednotlivé buňky. Ramanovo spektrum dokáže poskytnout cenné 
informace o vnitřním prostředí buněk. Buňka je základní biologickou jednotkou všech živých 
organismů a pochopení principu buněčné dynamiky a procesů kolem je nezbytné pro 
biologický význam, protože většina onemocnění se vyskytuje právě v důsledku buněčných 
abnormalit způsobených intracelulárními biochemickými změnami. Celulární zobrazování 
umožňuje tyto intracelulární biochemické změny rozpoznat, Ramanova spektroskopie je proto 
vhodnou zobrazovací metodou buněk, protože překonává některá omezení současných 
technik [55], [56], [57], [58]. 
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Ramanovu spektroskopii, na rozdíl od infračervené spektroskopie, je možné provádět 
ve vhodných podmínkách, kvůli slabé intenzitě signálu vody. Buňky mohou být zobrazeny 
buď ve fosfátovém pufru (PBS), nebo médiu [55]. 
Jednou z hlavních výhod Ramanovy spektroskopie je schopnost stanovit základní chemickou 
strukturu buňky, čím dál častěji bývá tato metoda využívaná k charakterizaci nukleových 
kyselin, proteinů, sacharidů či lipidů v buňkách, možná je i charakterizace různých typů 
buněk a prokázání fyziologických nebo fenotypových změn v jednotlivých živých buňkách či 
charakterizace produkce P(3HB) během kultivačního procesu a detekce množství P(3HB) 
v jednotlivých bodech růstu daných bakterií [55], [57].  
První studie na živých buňkách byly provedeny pomocí Ramanova spektrometru spojeného 
s mikroskopem. Následné studie zdůraznily, že použití vhodného laserového paprsku je 
zásadní pro zachování integrity vzorku a životaschopnosti buněk [46].  
 
2.2.5 Ramanovská pinzeta 
Spojením Ramanovy spektroskopie s konfokálním optickým mikroskopem lze dosáhnout 
analýzy velmi malého objemu vzorku. Tuto techniku lze uplatnit pouze na imobilizované 
vzorky. Existuje však velká skupina látek, převážně živých buněk, které jako součást živých 
organismů, vytváří Brownův pohyb nebo nějaký typ pohybu a při jejich analýze je nutné je 
znehybnit, v mnoha případech ale díky tomu může dojít k nežádoucímu narušení chemických 
reakcí v živých buňkách. Dalším omezením klasické Ramanovy spektroskopie je neschopnost 
s objekty manipulovat, tedy klesá možnost důkladné analýzy biologických molekul 
bez fyzického kontaktu [59], [61].  
Hlavním průkopníkem optického laserového zachycení je Arthur Ashkin. Roku 1970 úspěšně 
využil radiační tlak ze souvislého laserového zdroje a zachytil tak částice o velikosti mikronů. 
Tento princip byl později využitý k zachycení atomů a elektrických částic. První optická 
pinzeta byla vyvinuta roku 1986 a měla schopnost ovládat objekty (atomy, viry, bakterie, 
proteiny, buňky a jiné biologické molekuly) v rozmezí od 5 nm do více než 100 mm. 
Roku 2018 získal A. Ashin, spolu s G. Morou a D. Stricklandem Nobelovu cenu za převratné 
objevy v oboru laserové fyziky [59], [60]. 
 
2.2.5.1 Princip 
Relativně nedávný vývoj optických pinzet a s tím spojený optický způsob imobilizace buněk 
přinesl průlom ve studiích na úrovni jedné buňky. Optická pinzeta je zařízení využívající 
mechanického účinku fokusovaného laserového paprsku k prostorovému zachycení a možnost 
přemisťování mikroobjektů a nanoobjektů. Ramanovská pinzeta je tedy technika, která 
kombinuje nefyzikální zachycení pomocí optické pinzety spolu s Ramanovou spektroskopií, 
díky tomu tato technika umožňuje porozumět jednotlivým buňkám či mikroorganismům 
v jejich fyziologickém prostředí [59], [61], [63].  
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Obrázek 7 - Schéma Ramanovské pinzety [62] 
 
Laser prochází úzkopásmovým filtrem LF a čočkou C je veden optickým vláknem 
k expandéru Exp, dále prochází dichroickým zrcadlem D1 a odrazem dopadá na dichroické 
zrcadlo D2 do objektivu mikroskopu, tvoří se optická past. Rozptýlené záření prochází 
přes pásmové filtry NF, kde odfiltruje vlnovou délku použitého laseru a zachycené buňky 
sbírá objektiv. Zbytek rozptýleného záření prochází přes čočku L2 do spektroskopické 
sestavy, která zpracovává romanovský signál. Buňky je možné pozorovat v bílém světle, které 
se odrazilo od dichroického zrcadla D2 a D přes filtr infračerveného světla F1 a polarizační 
dělič PBS do dvou nezávislých kamer CCD [62]. 
Ramanovská pinzeta je poměrně nová technologie, která spojuje optické pinzety 
s Ramanovou spektroskopií. Prostřednictvím optických pinzet můžeme vzorek fixovat. 
Tato technika optické imobilizace může analyzovat vzorek bez fyzického kontaktu. Laserový 
paprsek je zaveden do invertovaného mikroskopu přes vysoce rozlišovací objektiv za účelem 
vytvoření optické pasti. Optická past se vytváří, když laserový paprsek vtáhne studovaný 
objekt do svého středu, tedy do místa s nejvyšší intenzitou, pozorovaný objekt je poté možné 
držet na místě, nebo jím posunovat. Pro proud fotonů ze světla je pozorovaný objekt 
průhledný, to znamená, že jednotlivé fotony jím projdou, nepohltí se ani neodrazí, ale změní 
svůj směr z důvodu vyššího indexu lomu objektu než okolního prostředí. Foton, který projde 
objektem při změně směru, část své hybnosti předá, a tím se objekt posune, tímto způsobem je 
objekt vtahován zaostřeným proudem mnoha fotonů do místa s nejvyšší intenzitou [59], [64].  
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Pro aplikaci Ramanovské pinzety se obecně využívají kontinuální lasery. Použití laseru 
s dlouhou vlnovou délkou vede k tomu, že na detektor dopadá menší množství Ramanova 
rozptylu než při kratší vlnové délce, čímž se sníží poměr signál-šum. Biologické buňky 
obsahují komplexní směsi biomolekul v buněčných membránách a ty obsahují nukleové 
kyseliny, proteiny, polysacharidy a lipidy. Pochopení různých buněčných procesů vyžaduje 
identifikaci molekul uvnitř živých buněk, a proto je Ramanovská pinzeta vhodným nástrojem 
k dosažení těchto informací [59], [65].  
Výsledky z Ramanovské pinzety jsou zobrazeny jako Ramanova spektra, kdy každý vrchol 
spektrogramu představuje ve vzorku určitý druh molekuly (DNA, aminokyselina, amid). 
Pro každou molekulu je spektrum jedinečné, což umožňuje charakteristický „otisk prstu“ 
u každé molekuly [59].  
 
2.2.5.2 Isolace a třídění buněk 
Jedním z nejvyužívanějších nástrojů k oddělení buněčných populací je průtoková cytometrie, 
ale její nevýhodou je poměrně obtížné studium buněk bez fluorescenčního značení nebo 
následná nemožnost využití živých buněk po roztřídění. Manipulace s jednotlivými buňkami 
má mimořádný význam v biomedicínském výzkumu, jako je oplodnění in vitro, 
mikrobiologie, kmenové buňky či regenerační medicína. Pro manipulaci s jednotlivými 
buňkami byly vyvinuty dva hlavní typy technik. První technikou jsou skenovací sondy, jako 
je mikroskop pro atomovou sílu (AFM) nebo skenovací tunelový mikroskop (STM), druhým 
typem je technika fungující jako gradientní past, která zahrnuje optické pinzety a 
dielektroforetické pasti. Při měření Ramanovskou pinzetou se využívá laser o vlnové délce 
1064 nm sloužící k manipulaci zachycené buňky a poté laser o vlnové délce 532 nm nebo 
785 nm sloužící k vytvoření excitace molekuly a k následnému získáni charakteristického 
spektra [66], [67].  
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3 EXPERIMENTÁLNÍ ČÁST 
3.1 Použité mikroorganismy, chemikálie a přístrojové vybavení 
3.1.1 Použité mikroorganismy 
Pro experimentální práci byly použity bakteriální kmeny Cupriavidus necator H16 CCM 
3726, Halomonas halophila CCM 3662, Burkholderia cepacia CCM 2656 a Lactobacillus 
delbrueckii CCM 7190 získané z České sbírky mikroorganismů Masarykovy univerzity 
v Brně. Dále byla použita bakteriální kultura Cupriavidus necator H16/PHB–4 DSM 541 
zakoupená z Liebnitz institutu, Německé sbírky mikroorganismů a buněčných kultur 
Braunschweig. 
 
3.1.2 Použité chemikálie 
 Citrát železito-amonný, Fluka, Česká republika 
 Dihydrát chloridu vápenatého, Lachema, Česká republika 
 Dihydrogenfosforečnan draselný, lach-ner, Česká republika 
 Dodekadyhrát dihydrodenfosforečnanu sodného, lach-ner, Česká republika 
 Fruktosa, lach-ner, Česká republika 
 Glukosa, lach-ner, Česká republika 
 Heptahydrát síranu hořečnatého, lach-ner, Česká republika 
 Chlorid sodný, lach-ner, Česká republika 
 Chloroform, VWR International, USA 
 Immersion Oil Type DF, Cargille laboratory, USA 
 Kyselina benzoová, Penta, Česká republika 
 Methanol, VWR International, USA 
 MRS Broth, Himedia, Indie 
 Nutrient Broth, Himedia, Indie 
 Peptone, Himedia, Indie 
 Síran amonný, lach-ner, Česká republika 
 Yeast Extrack Powder, Himedia, Indie 
Použité chemikálie byly v čistotě p.a. a vyšší. 
3.1.3 Použité přístrojové vybavení 
 Analytické váhy, Ohaus, PA224C (Švýcarsko) 
 Centrifuga, HERMLE, Z 36 HK (Německo) 
 Centrifuga, Hettich, D-78532 (Německo) 
 Centrifuga, Sigma, 1-14 Microfuge 
 FT-IR spektrometr, Nicolet is50 v kombinaci s Ramanovým FT-modulem 
 Inkubátor, IP60 
 Laminární box Aura mini, BioAir 
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 Magnetická míchačka, Kartell, TKO 
 Nanofotometr, Implen, P300 
 Plynový chromatograf s FID, Thermo Scientific, Trace 1300; kolona: DB-WAX 30 m 
by 0,25 mm 
 Ramanův mikrospektrometr, Renishaw inVia (Velká Británie) 
 Temperovaná třepačka, Heidolph, Incubator 1000 (Německo) 
 Termoblok, Stuart, SBH130D 
 Váhy, Kern EW 620-3NM (Německo) 
 Vortex, Kartell, TK3S 
 Běžné laboratorní sklo a vybavení 
 
3.2 Kultivace mikroorganismů 
3.2.1 Příprava a kultivace bakteriálních inokul 
Na přípravu inokul pro bakterie Cupriavidus necator H16, Cupriavidus necator H16/PHB–4, 
Burkholderia cepacia bylo připraveno tekuté Nutrient Broth médium (NB) o koncentraci 
25 g/l. K přípravě inokula pro bakterii Lactobacillus delbrueckii bylo použito tekutého 
MRS Broth médium o koncentraci 55,15 g/l. Pro přípravu inokula kmene Halomonas 
halophila bylo použito komplexní živné médium (CNM). V Erlenmeyerových baňkách 
o objemu 100 ml s 50 ml NB média byly kmeny kultivovány vždy ve dvou paralelních 
provedeních. 
Složení NB média: 
 Peptone    10,00 g 
 Beef extract    10,00 g 
 NaCl     5,00 g 
 Destilovaná voda   1 000 ml 
 
Složení MRS Broth média: 
 Proteinový pepton   10,00 g 
 Hovězí extrakt   10,00 g 
 Kvasničný extrakt   5,00 g 
 Dextrosa    20,00 g 
 Polysorbát 80    1,00 g 
 Citrát amonný    2,00 g 
 Octan sodný    5,00 g 
 Síran hořečnatý   0,10 g 
 Síran manganatý   0,05 g 
 Hydrogenfosforečnan didraselný 2,00 g 
 Destilovaná voda   1 000 ml 
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Složení CNM média: 
 Peptone    15,00 g 
 Yeast extract powder   3,00 g 
 Glukose     1,00 g 
 NaCl     66,00 g 
 Destilovaná voda   1 000 ml 
 
Navážené množství daného média bylo rozpuštěno v destilované vodě. Připravené tekuté 
médium bylo sterilováno v tlakovém hrnci s uzavřeným ventilem při teplotě 121 °C po dobu 
20 minut v tlakovém hrnci s uzavřeným ventilem.  
Po ukončení sterilace a následném ochlazení média na laboratorní teplotu byly v laminárním 
sterilním boxu zaočkovány kultury z dříve připravených kryozkumavek. 
Následná kultivace inokula probíhala u bakteriálních kmenů Cupriavidus necator H16, 
Cupriavidus necator H16/PHB–4, Burkholderia cepacia a Halomonas halophila 
na temperované třepačce s frekvencí třepání 180 rpm při teplotě 30 °C po dobu 24 hodin. 
U kmene Lactobacillus delbrueckii kultivace inokula probíhala taktéž na temperované 
třepačce s frekvencí třepání 180 rpm po dobu 24 hodin, avšak při teplotě 37 °C.  
 
3.2.2 Kultivace bakterií za účelem produkce P(3HB) 
Za účelem produkce polyhydroxyalkanoátů byla připravená inokula přeočkována 
do produkčního média s obsahem fruktosy nebo glukosy, což bylo použito jako zdroj uhlíku. 
Pro bakteriální kmeny Cupriavidus necator H16, Cupriavidus necator H16/PHB–4, 
Burkholderia cepacia a Halomonas halophila byla použita produkční média v uvedeném 
složením. Kmen Cupriavidus necator H16 byl navíc přeočkován i do tekutého média Nutrient 
Broth z důvodu následného porovnání produkčních vlastností P(3HB). V Erlenmeyerových 
baňkách o objemu 250 ml se 100 ml produkčního média byly kmeny kultivovány vždy 
ve dvou paralelních provedeních. 
Jako produkční minerální médium pro bakteriální kmeny Cupriavidus necator H16 a 
Cupriavidus necator H16/PHB–4 bylo použito produkční minerální médium o následujícím 
složení: 
 (NH4)2SO4    3,00 g 
 KH2PO4    1,02 g 
 Na2HPO4  12H2O   11,10 g 
 MgSO4  7H2O   0,20 g 
 Fruktosa    20 g 
 Roztok stopových prvků MES* 1 ml 
 Destilovaná voda   1 000 ml 
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Roztok stopových prvků MES a zásobní roztok fruktosy o koncentraci 400 g/l byly 
připraveny a sterilovány separátně.  
Minerální médium použité pro kmen Halomonas halophila bylo následujícího složení: 
 (NH4)2SO4    3,00 g 
 KH2PO4    1,02 g 
 Na2HPO4  12H2O   11,10 g 
 MgSO4  7H2O   0,20 g 
 NaCl     66 g 
 Glukosa    20 g 
 Roztok stopových prvků MES* 1 ml 
 Destilovaná voda   1 000 ml 
Roztok stopových prvků MES a zásobní roztok glukosy o koncentraci 400 g/l byly připraveny 
a sterilovány separátně.  
*Složení roztoku stopových prvků MES: 
 FeCl3  6H2O    9,7 g 
 CaCl2  2H2O    7,8 g 
 CuSO4  5H2O   0,156 g 
 CoCl2  6H2O    0,119 g 
 NiCl2  7H2O    0,118 g 
 ZnSO4  7H2O    0,1 g 
 0,1 mol/l HCl    1 000 ml 
 
Pro bakteriální kmen Burkholderia cepacia bylo použito produkční médium o následujícím 
složení: 
 (NH4)2SO4    0,75 g 
 KH2PO4    1,50 g 
 Na2HPO4  12H2O   9,08 g 
 MgSO4  7H2O   0,2 g 
 CaCl2  7H2O    0,1 g 
 NH4  FeIII citrát   0,06 g 
 Glukosa    20 g 
 Roztok stopových prvků TES** 1 ml 
 Destilovaná voda   1 000 ml 
Roztok stopových prvků TES a zásobní roztok glukosy o koncentraci 400 g/l byly připraveny 
a sterilovány separátně.  
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**Složení roztoku stopových prvků TES: 
 ZnSO4     0,1 g 
 MnCl2     0,03 g 
 H3BO3     0,3 g 
 CoCl2     0,02 g 
 NiCl2     0,02 g 
 Na2MoO4    0,03 g 
 0,1 mol/l HCl    1 000 ml 
 
Navážky daných chemikálií byly rozpuštěny v požadovaném množství destilované vody. 
Připravené tekuté médium a roztoky stopových prvků MES a TES byly sterilovány při teplotě 
121 °C po dobu 20 minut v tlakovém hrnci s uzavřeným ventilem.  
Vysterilovaná média a ostatní roztoky byly následně ochlazeny na laboratorní teplotu. 
V laminárním sterilním boxu bylo do jednotlivých médií přidáno příslušné množství fruktosy 
či glukosy a roztok stopových prvků MES či TES. Následně byla do připravených roztoků 
zaočkovány příslušná inokul vždy v množství 10 % objemu média. 
Připravené zaočkované kultury bakteriálních kmenů Cupriavidus necator H16, Cupriavidus 
necator H16/PHB–4, Burkholderia cepacia a Halomonas halophila byly kultivovány 
na temperované třepačce s frekvencí třepání 180 rpm teplotě při 30 °C po dobu 48 hodin. 
U kmene Lactobacillus delbrueckii kultivace probíhala taktéž na temperované třepačce 
s frekvencí třepání 180 rpm po dobu 48 hodin, avšak při teplotě 37 °C.  
 
3.2.3 Kultivace bakterie Lactobacillus delbrueckii  
Pro bakteriální kmen Lactobacillus delbrueckii bylo na kultivaci použito MRS Broth médium, 
tedy stejné jako na přípravu bakteriálního inokula (3.2.1). V Erlenmeyerových baňkách 
o objemu 250 ml se 100 ml produkčního média byly kmeny kultivovány vždy ve dvou 
paralelních provedeních.  
Navážka daného MRS Broth média byla rozpuštěna v požadovaném množství destilované 
vody. Připravené tekuté bylo sterilovány při teplotě 121 °C po dobu 20 minut v tlakovém 
hrnci s uzavřeným ventilem.  
Vysterilované médium bylo následně ochlazeno na laboratorní teplotu. V laminárním 
sterilním boxu bylo do sterilního média zaočkováno příslušné inokulum vždy v množství 
10 % objemu média. 
Připravená zaočkovaná kultura bakteriálního kmene Lactobacillus delbrueckii byla 
kultivováno na temperované třepačce s frekvencí třepání 180 rpm při teplotě 37 °C po dobu 
48 hodin.  
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3.3 Stanovení biomasy 
Obsah biomasy byl stanovoven po 48 či 72 hodinách, a to gravimetrickou metodou. U vzorků 
Cupriavidus necator H16, Burkholderia cepacie a Halomonas halophila byl z vysušené 
biomasy následně stanoven obsah polyhydroxyalkanoátů. 
 
3.3.1 Gravimetrické stanovení obsahu biomasy 
Po ukončení kultivace bylo odebráno vždy 10ml vzorku do předem zvážených zkumavek. 
Vzorky byly následně centrifugovány při 6 000 ot/min po dobu 5 minut. Vzniklé supernatany 
byly slity ze zkumavky a následně bylo k sedimentu přidáno 10 ml destilované vody. Směsi 
byly rozsuspendovány pomocí Vortexu a poté znovu centrifugovány při 6 000 ot/min po dobu 
5 minut. Supernatany byly opět slity a získaná biomasa byla sušena v sušárně při 75 °C 
do konstantní hmotnosti.  
Po úplném vysušení byla pomocí analytických vah stanovena koncentrace biomasy 
ve vzorcích v g/l vždy ve dvou paralelních provedeních. 
 
3.4 Stanovení PHA pomocí plynové chromatografie s FID 
Ve vysušené biomase byla pomocí plynové chromatografie s FID detektorem provedena 
kvalitativní a kvantitativní analýza polyhydroxyalkanoátů. Pro stanovení 
polyhydroxyalkanoátů je nutné vzorky nejprve převést pomocí kysele katalyzované hydrolýzy 
a následné esterifikaci na methylestery, které lze analýzou plynové chromatografie s FID 
detekcí stanovit.  
 
3.4.1 Stanovení kalibrační závislosti 
Kalibračni ́ závislost pro stanovení 3-hydroxybutyrátu ve vzorcích byla získána pomocí 
plynové chromatografie s FID detektorem, analýzou standardů o známém obsahu 
jednotlivých monomerů. 
Kalibrační závislost byla sestavena pomocí standardního roztoku obsahující kopolymer 
P(3HB-co-3HV) s obsahem 88 % 3HB a 12 % HV. Standardni ́ roztok byl napipetován 
do krimplovacích vialek o objemu 0,05; 0,2; 0,4; 0,6; 0,8 a 1 ml a doplněn chloroformem 
na celkový objem 1 ml. K roztokům bylo přidáno 0,8 ml 15 % kyseliny siŕové v methanolu a 
5 mg/ml kyseliny benzoové, jakožto interního standardu (ISTD). Zakrimplované vialky byly 
umiśtěny do termobloku na 3 hodiny při teplotě 94 °C. Po ukončeni ́esterifikace a následném 
chlazení na laboratorní teplotu byl celkový objem smićhán s 0,5 ml hydroxidem sodného 
o koncentraci 0,05 mol/dm
3
. Po protřepáni ́ a následném odděleni ́ fázi ́ bylo ze spodni ́ fáze 
odpipetováno 0,05 ml do čistých vialek a přidáno 0,95 ml chloroformu a objem byl doplněn 
na 1 ml. Vialky byly řádně uzavřeny a jednotlivé standardy analyzovány pomoci ́ plynové 
chromatografie s FID detektorem.  
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3.4.2 Příprava vzorků pro plynovou chromatografii 
Zároveň se stanovováním obsahu biomasy gravimetrickou metodou byl stanovován i obsah 
polyhydroxyalkanoátů v biomase.  
Do krimplovacích vialek bylo odebráno vždy přibližně 10 mg vysušené biomasy 
(Gravimetrické stanovení obsahu biomasy), poté byl přidán 1 ml chloroformu a 0,8 ml 15 % 
kyseliny siŕové v methanolu a 5 mg/ml kyseliny benzoové (ISTD). Vialky byly 
zakrimplovány a směs byla udržována po dobu 3 hodin v termobloku při teplotě 94 °C. 
Po esterifikaci a následném ochlazení na laboratorní teplotu byla směs extrahována 0,5 ml 
roztoku chloridu sodného o koncentraci 0,05 mol/dm
3
. Po odděleni ́ vrstev bylo do nově 
připravených vialek napipetováni ́ 0,05 ml roztoku ze spodni ́ chloroformové fáze a přidáno 
0,95 ml chloroformu. Vialky byly řádně uzavřeny a vzorky byly analyzovány pomoci ́plynové 
chromatografie s FID detektorem vždy ve dvou paralelních provedeních.  
 
3.5 Spektroskopické techniky 
U vybraných bakteriálních kmenů byla stanovena charakteristická ramanovská spektra 
pomocí FT-IR spektrometru v kombinaci s Ramanovým FT-modulem, Ramanovým 
mikrospektrometrem a Ramanovskou pinzetou. 
 
3.5.1 Příprava vzorků na Ramanovu analýzu 
Vzorky byly nakultivovány podle postupu již výše zmíněného (3.2.2 a 3.2.3). Kultivace 
bakteriálních kmenů probíhala po dobu 48 hodin. Po ukončení kultivace bylo odebráno 
do 2 ml zkumavek Eppendorf množství 1,5 ml bakteriální kultury, následně byly vzorky 
upraveny podle požadavků na daný typ Ramanovského spektrometru. 
 
3.5.1.1 FT-IR spektrometr v kombinaci s Ramanovým FT-modulem 
Při měření Ramanovských spekter pomocí FT-IR spektrometru v kombinaci s Ramanovým 
FT-modulem byla odebraná bakteriální kultura centrifugována při otáčkách 6 000 ot/min 
po dobu 5 minut. Vzniklé supernatany byly slity ze zkumavky a následně bylo k sedimentu 
přidáno 1,5 ml destilované vody. Směsi byly rozsuspendovány pomocí Vortexu a poté znovu 
centrifugovány při 6 000 ot/min po dobu 5 minut. Supernatany byly opět slity a získaná 
biomasa byla sušena v sušárně při 75 °C do konstantní hmotnosti. Vysušená biomasa byla 
následně měřena pomocí FT-IR spektrometru v kombinaci s Ramanovým FT-modulem 
laserem s vlnovou délkou 1 064 nm, s výkonem 200–500 mW, minimálním množstvím skenů 
256 a rozlišením 1 cm–1. Při zpracování dat nebyl odfiltrován Rayleighův rozptyl z pozadí. 
Spektra byla snímána v rozsahu 400–4 000 cm–1, avšak při vyhodnocování byl brán ohled 





Obrázek 8 - FT-IR spektrometr v kombinaci s Ramanovým FT-modulem [68] 
 
3.5.1.2 Ramanova mikrospektroskopie 
Pro Ramanovu mikrospektroskopii byla odebraná bakteriální kultura centrifugována 
při otáčkách 3 000 ot/min po dobu 2 minut. Vzniklé supernatany byly slity ze zkumavky a 
následně bylo k sedimentu přidáno 1,5 ml destilované vody. Směsi byly rozsuspendovány 
pomocí Vortexu a poté znovu centrifugovány při 3 000 ot/min po dobu 2 minut. Přibližně  
5–10 l buněčné suspenze bylo napipetováno na kalciumfluoridové (CaF) podložní sklíčko a 
měřeno za použití Ramanova mikrospektrometru Renishaw. Taktéž byly měřeny buněční 
suspenze, které se sušily na vzduchu přibližně 30 minut, a následně i vzorek nanesený přímo 
z média, jednotlivá spektra byla měřena minimálně třikrát a poté mezi sebou porovnána. 
Všechna měření probíhala za použití laseru o vlnové délce 532 nm a 785 nm s výkonem 
500 mW a intenzitou 100 %, objektivu x20, expozice 1 s a 30 akumulací. U zeleného laseru 
532 nm byla spektra snímána v rozsahu 400–2 100 cm1, při použití červeného laseru 785 nm 
byla spektra snímána v rozsahu 724–1 800 cm–1. Při zpracování naměřených hodnot byla 
spektra zohledněna pouze v rozsahu 700–1 800 cm–1 v případě laseru 532 nm a  
730–1 800 cm–1 pro laser 785 nm. Při vyhodnocování spekter bylo odstraněno pozadí pomocí 
funkce Rolling Circle Filter (RCF) s nastavením 300 pixelů s 60násobným provedením a 
následně odfiltrován šum pomocí funkce Savitzky-Golay.  
Jeden z problémů Ramanových spekter je přítomnost relativně vysokého fluorescenčního 
pozadí. RCF je vysokofrekvenční signální filtr, používaný k odstranění pozadí. Tato metoda 




Obrázek 9 - Ramanova mikrospektroskopie 
 
3.5.1.3 Ramanovská pinzeta 
Vzorky nakultivované v tekutých kultivačních médiích byly přímo naneseny do prostoru mezi 
skleněné podložní a krycí sklíčko mikroskopu v objemu asi 5–10 l. Před zahájením měření 
byl na krycí sklíčko nanesen imerzní olej typu DF. Laser o vlnové délce 1 064 nm byl použit 
k vytvoření optické pasti. Následně byl na zachycenou buňku v optické pasti použitý laser 
o vlnové délce 532 nm s výkonem 500 mW a intenzitou 100 %, objektivu x20, expozice 1 s a 
30 akumulací. Spektra byla snímána v rozsahu 400–2 100 cm1, avšak při zpracování 
spektrem byla spektra zohledněna pouze v rozsahu 700–1 800 cm–1. Při vyhodnocování 
spekter bylo odstraněno pozadí pomocí funkce Rolling Circle Filter (RCF) s nastavením 




Obrázek 10 - Vizualizace principu Ramanovské pinzety, Foto 1 - Buňky Cupriavidus necator H16 
zachycené při měření Ramanovým mikrospektroskopem, Foto 2 - Vytvoření optické pasti laserem 









4 VÝSLEDKY A DISKUZE 
Experimentální část diplomové práce byla zaměřena na studium využití Ramanovy 
spektroskopie a Ramanovské pinzety při analýze gramnegativních bakteriálních kmenů 
produkujících PHA – Cupriavidus necator H16 a jeho mutantního kmene Cupriavidus 
necator H16/PHB–4, Burkholderia cepacia a Halomonas halophila a grampozitivní bakterii 
Lactobacillus delbrueckii, která neprodukuje biopolymer PHA.  
Bakterie Cupriavidus necator H16 byla kultivována v tekutém Nutrient Broth médiu a 
v produkčním minerálním médiu (3.2.2) s různým obsahem síranu amonného, a to v množství 
1 g, 3 g a 5 g síranu amonného na 1 l média. Ostatní bakteriální kmeny – Cupriavidus 
necator H16/PHB–4, Burkholderia cepacia, Halomonas halophila a Lactobacillus delbrueckii 
byly kultivovány v médiích uvedených v kapitole 3.2.2 a 3.2.3. 
U Cupriavidus necator H16, Cupriavidus necator H16/PHB–4, Burkholderia cepacia, 
Halomonas halophila a Lactobacillus delbrueckii byl po 48hodinové kultivaci stanoven obsah 
biomasy gravimetrickou metodou a následně pomocí plynové chromatografie s FID detekcí 
byl u PHA produkujících bakterií stanoven obsah P(3HB) v biomase.  
Pomocí Ramanovy spektroskopie, Ramanovy mikrospektroskopie a Ramanovské pinzety byla 
stanovena charakteristická Ramanovská spektra jednotlivých bakterií, která byla mezi sebou 
následně porovnána a diskutována.  
 
4.1 Gravimetrické stanovení obsahu biomasy 
Obsah biomasy byl stanovován gravimetrickou metodou po 48hodinové kultivaci z 10 ml 
bakteriální kultury (3.3.1) vždy ve dvou paralelních provedeních.  
 
Tabulka 2 - Gravimetrické stanovení obsahu biomasy 
 
c1 [g/l] c2 [g/l] ⌀ c [g/l] smodch 
Cupriavidus necator H16 1g/l (NH4)2SO4 3,72 3,65 3,69 0,05 
Cupriavidus necator H16 3g/l (NH4)2SO4 3,96 3,99 3,98 0,02 
Cupriavidus necator H16 5g/l (NH4)2SO4 4,72 4,84 4,78 0,08 
Cupriavidus necator H16 NB médium 2,21 2,33 2,27 0,08 
Cupriavidus necator H16/PHB–4 2,89 2,72 2,81 0,12 
Burkholderia cepacia 1,38 1,28 1,33 0,07 
Halomonas halophila 1,57 1,38 1,48 0,13 




Obrázek 11 - Grafické znázornění obsahu biomasy jednotlivých bakteriálních kmenů gravimetrickou 
metodou 
 
Je patrné, že největšího množství biomasy bylo dosaženo u bakteriálního kmene Cupriavidus 
necator H16 (Obrázek 11), kde bylo v médiu obsaženo 5 g/l síranu amnonného, poté 
s klesajícím množstvím síranu amonného klesal i obsah biomasy. U bakteriálních kmenů 
Burkholderia cepacia, Halomonas halophila a Lactobacillus delbrueckii bylo dosaženo velmi 
podobných hodnot obsahu biomasy v sušině.  
 
4.2 Stanovení obsahu PHA v biomase 
Pomocí plynové chromatografie s FID detekcí byl stanoven obsah polyhydroxyalkanoátů 
v biomase jednotlivých vzorků, které jsou schopné akumulace. Z připravené kalibrační řady 
roztoků (3.4.1) byla stanovena kalibrační přímka 𝑦 = 0,0748987 ∙ 𝑥 pro stanovení obsahu 
PHA v biomase. 
Jednotlivé plochy píků daných vzorků byly odečteny na základě retenčních časů 
z chromatogramů. Následně byl pomocí rovnice kalibrační přímky stanoven obsah P(3HB) 










































Tabulka 3 - Stanovení obsahu P(3HB) plynovovu chromatografií 
 
P(3HB) [%] smodch 
Cupriavidus necator H16 1g/l (NH4)2SO4 75,47 1,29 
Cupriavidus necator H16 3g/l (NH4)2SO4 72,23 0,93 
Cupriavidus necator H16 5g/l (NH4)2SO4 70,71 1,81 
Cupriavidus necator NB médium 45,52 3,35 
Burkholderia cepacia 0,57 0,00 
Halomonas halophila 81,88 3,16 
 
 
Obrázek 12 - Obsah P(3HB) v biomase u jednotlivých bakteriálních kměnů produkujících PHA 
 
Nejvyššího množství P(3HB) po 48hodinové kultivaci dosahoval bakteriální kmen 
Halomonas halophila, a to obsahu 81,88 % (Obrázek 12). U bakteriálního kmene Cupriavidus 
necator H16 se s přibývajícím množstvím síranu amonného v médiu snižoval obsah P(3HB) 
v biomase, nejnižší množství pak obsahovala bakteriální kultura Cupriavidus necator H16, 
která byla kultivovaná v Nutrient Broth (NB) médiu, toto médium není vhodnou volbou 
pro kultivaci bakterií za účelem produkce PHA. Bakteriální kmen Burkholderia cepacia 
vyprodukoval téměř nulové množství P(3HB), předpokládá se, že tato bakterie neměla 







































4.3 Spektroskopické techniky 
4.3.1 Studium charakteristických Ramanovských spekter vybraných bakteriálních 
kmenů 
V experimentu se pracovalo s bakteriemi Cupriavidus necator H16, Cupriavidus 
necator H16/PHB–4, Burkholderia cepacia, Halomonas halophila a Lactobacillus 
delbrueckii. Za účelem získání charakteristických Ramanových spekter bakterií byl využitý 
FT-IR spektrometr v kombinaci s Ramanovým FT-modulem, Ramanův mikrospektrometr a 
Ramanovská pinzeta. Je třeba poznamenat, že před spektroskopickým měřením byla 
provedena úprava bakteriální kultury (3.5.1) a navíc z důvodu porovnání vlivu média 
na výsledné spektrum byla Ramanovým spektroskopem analyzována i přímo bakteriální 
médium, ve které byly bakterie kultivovány.  
 
Tabulka 4 - Ramanovy pásy pozorované ve spektrech bakteriálních buněk [70], [71], [72] 
Vlnočet [cm–1] Charakteristická skupina 
745–749  
780–791 DNA (fosfodiesterová vazba) 
830–838 P(3HB) 
1 001–1 004 v (CC) proteiny (fenylalanin) 
1 121–1 127 v (C–O–O) symetrická glykosidická vazba 
v (C–N) a v (C–C) 
1 305–1 340 Lipidy 
1 417–1 458 Lipidy 
1 580–1 586 Amid II 
1 663–1 670 Amid I 
1 735–1 740 P(3HB) 
 
4.3.1.1 Cupriavidus necator H16 
Pomocí Ramanovy mikrospektroskopie s využitím laseru 532 nm bylo stanoveno 
charakteristické spektrum bakterie Cupriavidus necator H16 (Obrázek 13). Vzorek byl 
aplikován na podložní sklíčko ve formě kapky, obsahující bakteriální kulturu zbavenou 
kultivačního média (3.5.1.2), následně byla měřena ta samá kapka, avšak po zaschnutí 
na podložním sklíčku. Z důvodu porovnání vlivu kultivačního média na Ramanovo spektrum 
byly analyzovány vzorky také přímo z kultivačního média. Při využití Ramanovské pinzety 
nebyl vzorek před aplikací do prostoru mezi podložní a krycí sklíčko nějak upraven, byla tedy 





Obrázek 13 - Cupriavidus necator H16,  
měřeno zeleným laserem 532 nm 
 
Z obrázku (Obrázek 13) můžeme vidět, že spektra bakterie Cupriavidus necator H16 
při různé úpravě vzorku před aplikací jsou si velmi podobná. Získali jsme intenzivní sígnál 
v oblastech charakteristických pro běžné buňky. Mezi nejvýraznější píky se v tomto spektru 
řadí 745 cm–1, 1 125 cm–1 a 1 580 cm–1. Vrchol kolem 1 125 cm–1 by mohl být přiřazen 
valenční (stretching) vibraci, při které se mění délka vazby v (C–O–C) ze symetrických 
glykosidických vazeb nebo v (C–N) a v (C–C). Pík 1 580 cm–1 by mohl být amid II, který je 
způsoben deformační (bending) vibrací δ (NH), při které se mění valenční úhel a valenční 
vibrací v (CN). Pro identifikaci P(3HB) se vyskytují odezvy v několika Ramanových 
posunech (Raman shift) převážně ve vlnočtech 830 cm–1 a 1738 cm–1. Nejvýraznější 
pro identifikaci P(3HB) bývá pík kolem vlnočtu 1 738 cm–1, který odpovídá valenční vibraci 
esterových skupin v (C=O). Na základě těchto spekter můžeme jako nejlepší vyhodnotit to, 
ve kterém byla analyzována bakterie Cupriavidus necator H16 ve formě vysušené kapky, kdy 
bakteriální kultura byla před analýzou promyta vodou z důvodu zbavení se kultivačního 
média v kultuře. V tomto případě jsou zřetelně vidět i Ramanovy píky ve vlnočtech 1 002 cm–
1, které odpovídají proteinům (fenylalanin), 1 452 cm–1 nebo 1 310 cm–1 lipidy (C–H) a nebo 




Dalším příkladem je stanovení spekter pomocí Ramanovy mikrospektroskopie s využitím 
laseru 785 nm (Obrázek 14). Vzorky byly připraveny stejným způsobem jako při měření 
spekter laserem 532 nm, avšak v tomto případě nebyla použita Ramanovská pinzeta z důvodu 
použití skla, které poskytuje velkou fluorescenci v oblasti kolem 1 200 cm–1–1 400 cm–1 
při použití červeného laseru 785 nm. Přes fluorescenci pak velmi slabé Ramanovy signály 
nelze vidět.  
 
 
Obrázek 14 - Cupriavidus necator H16,  
měřeno červeným laserem 785 nm 
 
Opět si můžeme povšimnout (Obrázek 14), že jednotlivá spektra bakterie Cupriavidus 
necator H16 jsou si velmi podobná. Na první pohled se jako dominantní jeví píky 836 cm–1 a 
1 740 cm–1, které signalizují přítomnost P(3HB) v bakteriálních buňkách Cupriavidus necator 
H16. V tomto případě jsou zřetelně vidět i Ramanovy píky ve vlnočtech 785 cm–1, který 
odpovídá DNA (fosfodiesterová vazba), poté 1 002 cm–1 proteiny (fenylalanin), 1 452 cm–1 
nebo 1 310 cm–1 lipidy (C–H) a nebo 1 670 cm–1 odpovídající amidu I.  
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FT-IR spektrometrem v kombinaci s Ramanovým FT-modulem jsme získali Ramanovské 
spektrum bakterie Cupriavidus necator H16 (Obrázek 15). V tomto případě byla 
na experiment využita vysušená biomasa (3.5.1.1).  
 
 
Obrázek 15 - Cupriavidus necator H16,  
FT-IR spektrometr v kombinaci s Ramanovým FT-modulem 
 
Při analýze FT-IR spektrometrem v kombinaci s Ramanovým FT-modulem (Obrázek 15) byl 
využíván laser o vlnové délce 1 064 nm, který poskytuje slabší intenzitu záření než lasery 
532 nm či 785 nm. Přítomnost P(3HB) je i zde možné ověřit pomocí píku ve vlnočtu 
1 742 cm–1. Ostatní důležité píky jako proteiny 1 009 cm–1, lipidy 1 426 cm–1 či 1 310 cm–1, 
amid I 1 677 cm–1 jsou ve spektru také zaznamenány. I FT-IR spektrometr v kombinaci 
s Ramanovým FT-modulem je vhodnou metodou k charakterizaci bakterie Cupriavidus 
necator H16 pomocí Ramanového spektra, nevýhodou této metody však je poměrně 
zdlouhavá příprava vysušené biomasy.  
Při porovnání všech laserů zelený laser 532 nm excituje nějaké přechody navíc, převážně 
ve vlnočtech 745 cm–1, 1 125 cm–1 a 1 580 nm–1. Toto je způsobeno větší intenzitou záření, a 
tedy schopností excitovat molekuly vzorku ze základního elektronového stavu do virtuálního 
energetického stavu. Nevýhodou je však poměrně vysoká hodnota fluorescence ve vzorku. 
Nejvíce se nám tedy osvědčilo využívání červeného laseru 785 nm, které poskytuje přesné 
spektrum bez nežádoucí fluorescence vzorku, ale i v tomto případě se vyskytla nevýhoda, a to 
















zachycení jedné buňky, v našem případě se nám zachycení na úrovni jedné buňky nepodařilo, 
a to kvůli příliš husté bakteriální kultuře. Tyto experimenty jsou zároveň screeningem 
možností využití Ramanovské pinzety k isolaci PHA produkujících buněk pomocí 
Ramanovské pinzety. Podle našich výsledků je pomocí Ramanovské pinzety jednoznačně 
možné identifikovat bakterie bohaté na PHA a díky manipulačním možnostem Ramanovské 
pinzety je tedy principiálně možné využít Ramanovskou pinzetu k isolaci a purifikaci PHA 
produkujících bakterií. Jako nejpodrobnější spektrum bylo stanoveno spektrum při využití 
laseru 785 nm, kdy byla použita vysušená, média zbavená kapka bakteriální kultury 
Cupriavidus necator H16.  
 
4.3.1.2 Cupriavidus necator H16/PHB–4 
Ramanovou mikrospektroskopií s využitím laseru 532 nm bylo stanoveno charakteristické 
spektrum bakterie Cupriavidus necator H16/PHB–4 (Obrázek 16). Vzorek byl aplikován 
na podložní sklíčko ve formě kapky, obsahující bakteriální kulturu zbavenou kultivačního 
média (3.5.1.2), následně byla měřena stejná kapka, avšak po zaschnutí na podložním sklíčku. 
Z důvodu porovnání vlivu kultivačního média na Ramanovo spektrum byly analyzovány 
vzorky také přímo z kultivačního média. Při využití Ramanovské pinzety nebyl vzorek 
před aplikací do prostoru mezi podložní a krycí sklíčko nějak upraven, byla tedy použita 




Obrázek 16 - Cupriavidus necator H16/PHB–4,  
měřeno zeleným laserem 532 nm 
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Na obrázku výše (Obrázek 16) je znázorněno spektrum bakterie Cupriavidus 
necator H16/PHB–4 při různé úpravě vzorku před aplikací. Ramanovo spektrum odhaluje 
některé charakteristické signály charakteristické pro běžné buňky, mezi nejvýraznější píky 
v tomto spektru patří 749 cm–1, 1 127 cm–1 a 1 586 nm–1. Vrchol kolem 1 127 cm–1 by mohl 
být přiřazen valenční (stretching) vibraci, při které se mění délka vazby v (C–O–C) 
ze symetrických glykosidických vazeb nebo v (C–N) a v (C–C). Pík 1 586 cm–1 by mohl být 
amid II, který je způsoben deformační (bending) vibrací δ (NH), při které se mění valenční 
úhel a valenční vibrací v (CN). Bakterie Cupriavidus necator H16/PHB–4 je mutantním 
kmenem bakterie Cupriavidus necator H16, přestože se jedná o téměř totožný kmen, mutant 
Cupriavidus necator H16/PHB–4 není schopný produkce polymeru P(3HB), a tutíž i 
v Ramanových spektrech zcela chybí přítomnost píků ve vlnočtech 830 cm–1 a 1738 cm–1, 
které signalizují přítomnost P(3HB). Jako nejlepší z analyzovaných spekter lze považovat to, 
ve kterém byla použita bakterie Cupriavidus necator H16/PHB–4 ve formě vysušené kapky, 
tedy bakteriální kultura byla před analýzou promyta vodou a tímto způsobem zbavena 
kultivačního média v kultuře. Zřetelně jdou vidět Ramanovy píky ve vlnočtech 791 cm–1, 
který odpovídá DNA (fosfodiesterová vazba), poté 1 004 cm–1 proteiny (fenylalanin), 
1 307 cm–1 lipidy (C–H) a nebo 1 671 cm–1 odpovídající amidu I, který je způsoben valenční 
vibrací v (C=O) v peptidových vazbách.  
Dále jsme stanovovali Ramanova spektra mutantního kmene Cupriavidus necator  
H16/PHB–4 pomocí Ramanovy mikrospektroskopie s využitím laseru 785 nm (Obrázek 17). 
Vzorky byly připraveny stejným způsobem jako při měření spekter laserem 532 nm, avšak 
v tomto případě nebyla použita Ramanovská pinzeta z důvodu použití skla, které poskytuje 
velkou fluorescenci v oblasti kolem 1 200 cm–1–1 400 cm–1 při použití červeného laseru 
785 nm. Přes fluorescenci pak velmi slabé Ramanovy signály nelze vidět.  
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Obrázek 17 - Cupriavidus necator H16/PHB–4,  
měřeno červeným laserem 785 nm 
 
Na první pohled se mezi dominantní píky řadí 1 001 cm–1 proteiny (fenylalanin), 1 419 cm–1 
či 1 310 cm–1 lipidy (C–H) a 1 670 cm–1, který odpovídá amidu I. Drobný pík 786 cm–1 poté 
odpovídá DNA (fosfodiesterová vazba). 
Následně jsme pomocí FT-IR spektrometr v kombinaci s Ramanovým FT-modulem získali 
Ramanovské spektrum bakterie Cupriavidus necator H16/PHB–4 (Obrázek 18). V tomto 
případě byla na experiment využita vysušená biomasa (3.5.1.1).  
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Obrázek 18 - Cupriavidus necator H16/PHB–4,  
FT-IR spektrometr v kombinaci s Ramanovým FT-modulem 
 
Při analýze (Obrázek 18) byl využíván laser o vlnové délce 1 064 nm, který poskytuje slabší 
intenzitu záření než lasery 532 nm či 785 nm. I zde mezi důležité píky patří proteiny 
1 002 cm–1, lipidy 1 310 cm–1 a amid I 1 673 cm–1. Přestože spektrum vykazuje náznak šumu 
je i přesto FT-IR spektrometr v kombinaci s Ramanovým FT-modulem vhodnou metodou 
k charakterizaci bakterie Cupriavidus necator H16/PHB–4 pomocí Ramanového spektra, 
nevýhodou této metody je však poměrně zdlouhavá příprava vysušené biomasy.  
Při porovnání všech laserů zelený laser 532 nm, stejně jako Cupriavidus necator H16, 
excituje některé přechody navíc, převážně ve vlnočtech 749 cm–1, 1 127 cm–1 a 1 586 nm–1. 
Toto je způsobeno větší intenzitou záření, a tedy schopností excitovat molekuly vzorku 
ze základního elektronového stavu do virtuálního energetického stavu. Nevýhodou je však 
poměrně vysoká hodnota fluorescence ve vzorku. I v tomto případě se nám osvědčilo 
využívání červeného laseru 785 nm, které poskytuje přesné spektrum bez nežádoucí 
fluorescence vzorku, ale s neschopností použít Ramanovskou pinzetu k identifikaci bakterie. 
Jako nejpodrobnější spektrum bylo stanoveno spektrum při využití laseru 785 nm, kdy byla 





















4.3.1.3 Halomonas halophila 
Spektrum bakterie Halomonas halophila (Obrázek 19) bylo stanoveno Ramanovou 
mikrospektroskopie s využitím zeleného laseru 532 nm. Vzorek byl aplikován na podložní 
sklíčko ve formě kapky, obsahující bakteriální kulturu zbavenou kultivačního média (3.5.1.2), 
následně byla měřena stejná kapka, avšak po zaschnutí na podložním sklíčku. Z důvodu 
porovnání vlivu kultivačního média na Ramanovské spektru byly analyzovány vzorky také 
přímo z kultivačního média. Při využití Ramanovské pinzety nebyl vzorek před aplikací 
do prostoru mezi podložní a krycí sklíčko nějak upraven, byla tedy použita přímo bakteriální 
kultura, ve kterém byla bakterie Halomonas halophila kultivována. 
 
 
Obrázek 19 - Halomonas halophila,  
měřeno zeleným laserem 532 nm 
 
Spektra bakterie Halomonas halophila při různé úpravě vzorku před aplikací jsou si velmi 
podobná. Mezi nejvýraznější linie se v tomto spektru řadí 836 cm–1 a 1735 cm–1, které 
signalizují přítomnost P(3HB). Nejvýraznější pro identifikaci P(3HB) je pík 1 735 cm–1, který 
odpovídá valenční vibraci esterových skupin v (C=O). Na základě těchto spekter můžeme 
jako nejlepší vyhodnotit to, ve kterém byla analyzována bakterie Halomonas halophila 
ve formě vysušené kapky, bakteriální kultura byla před analýzou promyta vodou z důvodu 
zbavení se kultivačního média v kultuře. Mezi další výrazné píky patří 748 cm–1, 1 126 cm–1, 
odpovídající valenční (stretching) vibraci, při které se mění délka vazby v (C–O–C) 
ze symetrických glykosidických vazeb nebo v (C–N) a v (C–C) a 1 586 cm–1 amid II, 
způsobený deformační (bending) vibrací δ (NH). Decentní pík 780 cm–1 je přiřazen DNA 
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(fosfodiesterová vazba), 1 002 cm–1 proteiny (fenylalanin) a nebo 1 663 cm–1 odpovídající 
amidu I, který je způsoben valenční vibrací v (C=O) v peptidových vazbách. Záznam spektra 
ve formě vysušené kapky (médium) nám v tomto případě neposkytuje zcela čitelné spektum, 
píky jsou zde o velmi nízké intenzitě.  
Ramanova mikrospektroskopie s využitím červeného laseru 785 nm je znázorněna na obrázku 
níže (Obrázek 20). Vzorky byly připraveny stejným způsobem jako při měření spekter 
laserem 532 nm, avšak v tomto případě nebyla použita Ramanovská pinzeta z důvodu použití 
skla, které poskytuje velkou fluorescenci v oblasti kolem 1 200 cm–1–1 400 cm–1 při použití 
červeného laseru 785 nm. Přes fluorescenci pak velmi slabé Ramanovy signály nelze vidět.  
.  
 
Obrázek 20 - Halomonas halophila, 
změřeno červeným laserem 785 nm 
 
Spektra pro vzorky, které byly před analýzou zbaveny kultivačního média promytím vodou, 
jsou si u bakterie Halomonas halophila velmi podobná (Obrázek 20). Ramanovo spektrum 
média nám v tomto případě neposkytuje zcela přesné spektrum, je zde poměrně velká absence 
důležitých píků např. u HH kapka (médium) chybí pík 1 730 cm–1 přiřazený k polymeru 
P(3HB). U bakterie Halomonas halophila, kde jsme se zbavili kultivačního média promytím 
vodou, jsou hlavní píky signalizující přítomnost P(3HB) v bakteriálních buňkách 838 cm–1 a 
1 738 cm–1. Ramanovy píky ve vlnočtech 1 004 cm–1 odpovídají proteinu (fenylalanin), 
1 425 cm–1 či 1 305 cm–1 lipidy (C–H) a 1 672 cm–1 amidu I.  
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Pomocí FT-IR spektrometr v kombinaci s Ramanovým FT-modulem získali Ramanovské 
spektrum bakterie Halomonas halophila (Obrázek 21). V tomto případě byla na experiment 
využita vysušená biomasa (3.5.1.1).  
 
 
Obrázek 21 - Halomonas halophila,  
FT-IR spektrometr v kombinaci s Ramanovým FT-modulem  
 
Při analýze FT-IR spektrometrem v kombinaci s Ramanovým FT-modulem (Obrázek 21) byl 
využíván laser o vlnové délce 1 064 nm, který poskytuje slabší intenzitu záření než lasery 
532 nm či 785 nm. Mezi domaninatní pík ve spektru výše patří 840 cm–1 DNA 
(fosfodiesterová vazba). Ve vlnočtu 1 727 cm–1 je znázorněna přítomnost polymeru P(3HB). 
FT-IR spektrometr v kombinaci s Ramanovým FT-modulem může být použit k charakterizaci 
bakterie Halomonas halophila pomocí Ramanového spektra, nevýhodou této metody je ale 
poměrně zdlouhavá příprava vysušené biomasy.  
Při porovnání všech laserů zelený laser 532 nm opět excituje určité přechody navíc, převážně 
ve vlnočtech 748 cm–1, 1 126 cm–1 a 1 586 nm–1. Toto je způsobeno větší intenzitou záření, a 
tedy schopností excitovat molekuly vzorku ze základního elektronového stavu do virtuálního 
energetického stavu. Nevýhodou je však poměrně vysoká hodnota fluorescence ve vzorku. 
I v tomto případě se nám osvědčilo využívání červeného laseru 785 nm, které poskytuje 
přesné spektrum bez nežádoucí fluorescence vzorku, ale s neschopností použít Ramanovskou 
















při využití laseru 785 nm, kdy byla použita vysušená, média zbavená kapka bakteriální 
kultury Halomonas halophila.  
 
4.3.1.4 Burkholderia cepacia 
Pomocí Ramanovy mikrospektroskopie s využitím zeleného laseru 532 nm bylo stanoveno 
charakteristické spektrum bakterie Burkholderia cepacia (Obrázek 22). Vzorek byl aplikován 
na podložní sklíčko ve formě kapky, obsahující bakteriální kulturu zbavenou kultivačního 
média (3.5.1.2), následně byla měřena kapka po zaschnutí na podložním sklíčku. Z důvodu 
porovnání vlivu kultivačního média na Ramanovo spektrum byly analyzovány vzorky také 
přímo z kultivačního média. Při využití Ramanovské pinzety nebyl vzorek před aplikací 
do prostoru mezi podložní a krycí sklíčko nějak upraven, byla tedy použita přímo bakteriální 
kultura, ve kterém byla bakterie Burkholderia cepacia kultivována. 
 
 
Obrázek 22 - Burkholderia cepacia,  
měřeno zeleným laserem 532 nm 
 
Z obrázku (Obrázek 22) můžeme vidět, že spektra bakterie Burkholderia cepacia při různé 
úpravě vzorku před aplikací jsou si velmi podobná. Ramanovo spektrum odhaluje některé 
charakteristické emisní přechody, které se běžně v bakteriálních buňkách vyskytují. 
Nejintenzivnějších hodnot dosahují píky v oblastech 746 cm–1, 1 126 cm–1 odpovídající 
valenční (stretching) vibraci, při které se mění délka vazby v (C–O–C) ze symetrických 
glykosidických vazeb nebo v (C–N) a v (C–C) a 1 580 cm–1 amid II, který je způsoben 
48 
deformační (bending) vibrací δ (NH), při které se mění valenční úhel a valenční vibrací 
v (CN). Bakterie Burkholderia cepacia je producentem polymeru P(3HB), v našem případě 
dochází k absenci píků, které signalizující přítomnost polymeru (830 cm–1 a 1738 cm–1). 
Plynovou chromatografií s FID detekcí jsme si ověřili, že v této bakterii opravdu nedošlo 
k akumulaci polymeru P(3HB). Předpokládá se, že tato bakterie neměla pravděpodobně 
nastavené optimální podmínky pro biosyntézu polymeru, proto nedošlo k jeho akumulaci. 
Další Ramanovy píky ve vlnočtech 1 002 cm–1 odpovídají proteinům (fenylalanin), 1 440 cm–
1 nebo 1 308 cm–1 lipidy (C–H) a nebo 1 668 cm–1 odpovídající amidu I, který je způsoben 
valenční vibrací v (C=O) v peptidových vazbách. V případě měření spekter u vzorků vysušené 
kapky bakterie Burkholderia cepacia v médiu zcela chybí některé píky, stejný případ nastal i 
u použití Ramanovské pinzety. V tomto případě zřejmě chyba nastala při nedostatečném 
zachycení buňky v optické pasti. 
Dalším příkladem je stanovení Ramanových spekter pomocí Ramanovy mikrospektroskopie 
s využitím červeného laseru 785 nm (Obrázek 23). Vzorky byly připraveny stejným 
způsobem jako při měření spekter laserem 532 nm, avšak v tomto případě nebyla použita 
Ramanovská pinzeta z důvodu použití skla, které poskytuje velkou fluorescenci v oblasti 
kolem 1 200 cm–1–1 400 cm–1 při použití červeného laseru 785 nm. Přes fluorescenci pak 
velmi slabé Ramanovy signály nelze vidět.  
 
Obrázek 23 - Burkholderia cepacia,  
měřeno červeným laserem 785 nm 
Na obrázku výše (Obrázek 23) si můžeme všimnout, že jednotlivá spektra bakterie 
Burkholderia cepacia jsou si velmi podobná, přestože spektra jak vysušené, média zbavené 
kapky, tak i vysušená kapka média vykazují náznak šumu. Ve spektru jsou nalezeny píky 
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980 cm–1, 1 121 cm–1 odpovídající valenční (stretching) vibraci, při které se mění délka vazby 
v (C–O–C) ze symetrických glykosidických vazeb nebo v (C–N) a v (C–C), 1 334 cm–1 nebo 
1 437 cm–1 pro lipidy. I v tomto případě je ve spektrech absence píku kolem 1 730 cm–1, který 
značí přítomnost polymeru P(3HB). V případě vzorků bakterie Burkholderia cepacia 
ve formě kapky, zbavené média a kapky nanesené přímo z kultivačního média lze pozorovat 
pík mezi 1 300–1 400 cm–1, kultura zřejmě nebyla dostatečně hustá a dávala slabá signál, 
který fluorescence od skla zcela pohltila. 
FT-IR spektrometr v kombinaci s Ramanovým FT-modulem vytvořil Ramanovo spektrum 
bakterie Burkholderia cepacia (Obrázek 24). V tomto případě byla na experiment využita 
vysušená biomasa (3.5.1.1).  
 
 
Obrázek 24 - Burkholderia cepacia,  
FT-IR spektrometr v kombinaci s Ramanovým FT-modulem 
 
Při analýze FT-IR spektrometrem v kombinaci s Ramanovým FT-modulem (Obrázek 24) byl 
využíván laser o vlnové délce 1 064 nm, který poskytuje slabší intenzitu záření než lasery 
532 nm či 785 nm. Spektrum vykazuje vysokou fluorescenci vzorku, a tím se stává téměř 
nečitelné. FT-IR spektrometr v kombinaci s Ramanovým FT-modulem tedy vhodnou 
metodou k charakterizaci bakterie Burkholderia cepacia. 
Bakterie Burkholderia cepacia, přestože je producentem polymeru P(3HB), neobsahovala, jak 
se ze spekter zřejmé, žádný polymer, což je v souladu se získanými daty z plynové 

















náznak šumu. Při využití zeleného laseru 532 cm–1 se nám nepovedlo zachytit buňku pomocí 
optické pasti, z toho důvodu lze ve spektru vidět pouze spektrum kultivačního média. 
Bakterie Burkholderia cepacia zřejmě k zachycení Ramanového spektra vyžaduje laser 
o vyšší intenzitě, proto jako nejpodrobnější spektrum bylo stanoveno spektrum při využití 
laseru 532 nm, kdy byla použita vysušená, média zbavená kapka bakteriální kultury 
Burkholderia cepacia. 
 
4.3.1.5 Lactobacillus delbrueckii 
Pomocí Ramanovy mikrospektroskopie s využitím laseru 532 nm bylo stanoveno 
charakteristické spektrum bakterie Lactobacillus delbrueckii (Obrázek 25). Vzorek byl 
aplikován na podložní sklíčko ve formě kapky, obsahující bakteriální kulturu zbavenou 
kultivačního média (3.5.1.2), následně byla měřena ta samá kapka, avšak po zaschnutí 
na podložním sklíčku. Z důvodu porovnání vlivu kultivačního média na Ramanovo spektrum 
byly analyzovány vzorky také přímo z kultivačního média. Při využití Ramanovské pinzety 
nebyl vzorek před aplikací do prostoru mezi podložní a krycí sklíčko nějak upraven, byla tedy 




Obrázek 25 - Lactobacillus delbrueckii, 
měřeno zeleným laserem 532 nm 
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Na obrázku výše (Obrázek 25) je znázorněno spektrum grampozitivní bakterie Lactobacillus 
delbrueckii při různé úpravě vzorku před aplikací. Nejpřesnější spektrum z této série nám 
poskytuje to, ve kterém byla použita vysušená, média zbavená kapka bakterie Lactobacillus 
delbrueckii. Ramanovo spektrum odhaluje některé charakteristické intenzivní signály, mezi 
nejvýraznější píky v tomto spektru patří 746 cm–1, 1 126 cm–1 a 1 583 nm–1. Vrchol kolem 
1 126 cm–1 by mohl být přiřazen valenční (stretching) vibraci, při které se mění délka vazby 
v (C–O–C) ze symetrických glykosidických vazeb nebo v (C–N) a v (C–C). Pík 1 583 cm–1 by 
mohl být amid II, který je způsoben deformační (bending) vibrací δ (NH), při které se mění 
valenční úhel a valenční vibrací v (CN). Dalšími zajímavými píky jsou 1 306 cm–1 či 
1 455 cm–1 zastupující lipidy nebo 1 668 cm–1 pro amid I, který je způsoben valenční vibrací 
v (C=O) v peptidových vazbách. V tomto případě si lze povšimnout i píku pro DNA 
(fosfodiesterová vazba) a to ve vlnočtu 782 cm–1. 
Dále jsme stanovovali Ramanova spektra kmene Lactobacillus delbrueckii, pomocí 
Ramanovy mikrospektroskopie s využitím červeného laseru 785 nm (Obrázek 26). Vzorky 
byly připraveny stejným způsobem jako při měření spekter laserem 532 nm, avšak v tomto 
případě nebyla použita Ramanovská pinzeta z důvodu použití skla, které poskytuje velkou 
fluorescenci v oblasti kolem 1 200 cm–1–1 400 cm–1 při použití červeného laseru 785 nm. Přes 
fluorescenci pak velmi slabé Ramanovy signály nelze vidět.  
 
 
Obrázek 26 - Lactobacillus delbrueckii,  
měřeno červeným laserem 785 nm 
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Spektra bakterie při různé úpravě vzorku před aplikací jsou si velmi podobná. Mezi 
nejvýraznější emisní linie se v tomto spektru řadí 928 cm–1, 1 340 cm–1 a 1 458 cm–1, který 
zastupuje lipidy. Signál lze zaznamenat i u přechodu 782 cm–1 DNA (fosfodiesterová vazba), 
1 001 cm–1 proteiny (fenylalanin) a 1 666 cm–1 amid I. V případě vzorku Lactobacillus 
delbrueckii ve formě kapky zbavené média a kapky nanesené přímo z kultivačního média lze 
pozorovat pík mezi 1 300–1 400 cm–1, kultura zřejmě nebyla dostatečně hustá a dávala slabá 
signál, který fluorescence od skla zcela pohltila.  
Nakonec jsme pomocí FT-IR spektrometr v kombinaci s Ramanovým FT-modulem získali 
Ramanovské spektrum bakterie Lactobacillus delbrueckii (Obrázek 27). V tomto případě byla 
na experiment využita vysušená biomasa (3.5.1.1).  
 
 
Obrázek 27 - Lactobacillus delbrueckii,  
FT-IR spektrometr v kombinaci s Ramanovým FT-modulem 
Při analýze FT-IR spektrometrem v kombinaci s Ramanovým FT-modulem (Obrázek 21) byl 
využíván laser o vlnové délce 1 064 nm, který poskytuje slabší intenzitu záření než lasery 
532 nm či 785 nm. Mezi hlavní, důležité píky se řadí 778 cm–1 DNA (fosfodiesterová vazba), 
1 453 cm–1 lipidy a 1 673 cm–1 amid I. FT-IR spektrometr v kombinaci s Ramanovým FT-
modulem může být použit k charakterizaci bakterie Lactobacillus delbrueckii pomocí 
Ramanového spektra, nevýhodou této metody je ale poměrně zdlouhavá příprava vysušené 
biomasy.  
Bakterie Lactobacillus delbrueckii je grampozitivní bakterií, neprodukující polymer P(3HB), 
















1738 cm–1, které signalizují přítomnost P(3HB). Tato bakterie byla použita k analýze 
Ramanových spekter převážně jako jediný zástupce grampozitivní bakterie mezi studovanými 
vzorky. Při porovnání všech laserů zelený laser 532 nm opět excituje některé přechody navíc, 
převážně ve vlnočtech 746 cm–1, 1 126 cm–1 a 1 583 nm–1. Toto je způsobeno větší intenzitou 
záření, a tedy schopností excitovat molekuly vzorku ze základního elektronového stavu do 
virtuálního energetického stavu. Nevýhodou je však poměrně vysoká hodnota fluorescence ve 
vzorku. Bakterie Lactobacillus delbrueckii stejně jako Burkholderia cepacia zřejmě vyžaduje 
k zachycení Ramanového spektra laser o vyšší intenzitě, proto jako nejpodrobnější spektrum 
bylo stanoveno spektrum při využití laseru 532 nm, kdy byla použita vysušená, média 
zbavená kapka bakteriální kultury Lactobacillus delbrueckii. 
 
Pomocí plynové chromatografie s FID detekcí jsme stanovili obsah P(3HB) v biomase PHA 
produkujících bakteriálních kmenů, následně jsme díky Ramanově mikrospektroskopii, 
Ramanovské pinzetě či FT-IR spektrometr v kombinaci s Ramanovým FT-modulem dokázali 
potvrdit přítomnost P(3HB) u bakterií, které tento polymer produkují, tedy u Cupriavidus 
necator H16 a Halomonas halophila. U bakterie Burkholderia cepacia se nám přítomnost 
polymeru P(3HB) neprokázala ani jednou z uvedených metod. 
Při práci s Ramanovskou pinzetou se nám nepodařilo zachytit vzorek na úrovni jedné buňky, 
ale na první pohled bylo zřejmé, že použitím optické pasti se buňky soustřeďovaly do ohniska 
záření, které past vytvářela, bez fyziologického poškození buněk. Pro lepší využití 
Ramanovské pinzety a následné manipulaci jednou buňkou je zapotřebí řidší kultury 
s obsahem menšího množství bakteriálních buněk, než bylo použito v našem případě. Přestože 
při práci s Ramanovskou pinzetou bylo dosaženo ve spektrech menší intenzity než při využití 
Ramanovy mikrospektroskopie, lze Ramanovu pinzetu považovat za vhodnou metodu 
při kvalitativním vyhodnocování spekter, zároveň je její největší výhodou rychlost analýzy a 
není potřebná speciální úprava vzorku. Principiálně výsledky naznačují, že Ramanovskou 
pinzetu je možné využít k isolaci PHA produkujících bakterií ze směsného konsorcia. 
Zelený laser 532 nm má větší energii než laser 785 nm a tím pádem je vyšší pravděpodobnost 
molekulu vybudit, toto platí jak pro Ramanovský (stokesův) rozptyl, tak i pro fluorescenci a 
Rayleighuv rozptyl. Díky zelenému laseru tedy můžeme získat větší signál, ale s rizikem 
velké fluorescence. Z tohoto důvodu je potřeba zvolit vhodný laser a jeho parametry nastavení 
individuálně pro každý vzorek.  
Nejvíce se nám při využití Ramanovy spektroskopie osvědčila aplikace vzorku, který byl 
před analýzou zbavený zbytku kultivačního média, spektra vykazovala přesněji vykreslené a 
intenzivnější píky. Naopak za nejméně informující spektra lze považovat ta, ve kterých byly 
použity vzorky nanesené přímo z kultivačního média, v tomto případě byly vykreslené jen 
některé charakteristické píky, proto lze tato spektra považovat pouze za orientační.  
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4.3.2 Studium charakteristických Ramanovských spekter u bakterie Cupriavidus 
necator s různým obsahem P(3HB) 
V tomto experimentu jsem se zaměřila na bakterii Cupriavidus necator H16, která je 
modelovým organismem pro produkci P(3HB), a její mutantní kmen Cupriavidus 
necator H16/PHB–4, která naopak není schopná produkce polymeru P(3HB) ve svých 
buňkách. Bakteriální kmen Cupriavidus necator H16 byl kultivován v produkčním 
minerálním médiu (3.2.2) o různém obsahu dusíku, což mělo vliv na produkci polymeru, a 
zároveň kultivace probíhala i v tekutém médiu Nutrient Broth, spektra byla následně 
porovnána se spektrem bakteriálního kmene Cupriavidus necator H16/PHB–4. Za účelem 
získání charakteristických Ramanových spekter bakterií byl využit Ramanův 
mikrospektrometr, měření probíhalo s použití zeleného laseru o vlnové délce 532 nm a 
následně s použitím červeného laseru 785 nm. Vzorky bakterií byly před analýzou promyty 
destilovanou vodou a následně byly po aplikaci na podložní sklíčko zaschnuty (3.5.1.2).  
Na obrázku níže (Obrázek 28) je znázorněno typické Ramanovo rozptylové spektrum bakterie 
Cupriavidus necator H16 a Cupriavidus necator H16/PHB–4 získané Ramanovým 
mikrospektrometrem s využitím zeleného laseru 532 nm. 
 
 
Obrázek 28 - Cupriavidus necator kultivovaná v různých kultivačních médiích, měřeno zeleným 
laserem 532 nm;  
 
Na první pohled je zřejmé, že spektra (Obrázek 28) bakterie Cupriavidus necator H16 a 
Cupriavidus necator H16/PHB–4 jsou si velmi podobná. Hlavním rozdílem je absence píku 
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u Cupriavidus necator H16/PHB–4 ve vlnočtu kolem 830 cm–1 a 1 738 cm–1, které signalizují 
přítomnost P(3HB). Spektrum odhaluje některé charakteristické intenzivní signály, které se 
v bakteriálních buňkách běžně vyskytují. Mezi nejvýraznější píky se v tomto spektru řadí 
745 cm–1, 1 125 cm–1 a 1 580 cm–1.  
U píku 745 cm–1 by se podle článku [74] mohlo jednat o tryptofan a nebo podle [75] 
o thymin, avšak u obou případů nelze pozorovat ve spektrech všechny silné přechody [76]. 
Případně by se podle studie z roku 2015 [73] mohlo jednat o ATP, tvorba P(3HB) je nepřímo 
ovlivněna množstvím dostupného ATP, což by vysvětlovalo trend ve spektrech, 
kde při nejvyšším obsahu P(3HB) v buňce byla velikost píku 745 cm–1 nejmenší, naopak 
u bakterie Cupriavidus necator H16/PHB–4, která není schopná produkce P(3HB) velikost 
píku 745 cm–1 dosahovala nejvyšší hodnoty ze studovaných vzorků. Pík 745 cm–1 nelze přímo 
identifikovat, i ve studii [70] nebo [77] nebyli schopni tento vrchol přiřadit charakteristické 
skupině, nicméně v našem případě je velice zajímavé, že jeho intenzita nepřímo koreluje 
s obsahem P(3HB) v bakteriálních buňkách. Tato skutečnost naznačuje, že identifikace píku 
745 cm–1 je zajímavým experimentálním úkolem do budoucna. 
Vrchol kolem 1 125 cm–1 zastupuje valenční (stretching) vibraci, při které se mění délka 
vazby v (C–O–C) ze symetrických glykosidických vazeb nebo v (C–N) a v (C–C). Pík 
1 580 cm–1 je amid II, který je způsoben deformační (bending) vibrací δ (NH), při které se 
mění valenční úhel, a valenční vibrací v (CN). Pro identifikaci P(3HB) se vyskytují odezvy 
v několika Ramanových píkách (830 cm–1 a 1738 cm–1). Nejvýraznější pro identifikaci 
P(3HB) bývá pík kolem vlnočtu 1 738 cm–1, který odpovídá valenční vibraci esterových 
skupin v (C=O).  
Ramanova mikrospektroskopie bakterii Cupriavidus necator H16 a Cupriavidus 
necator H16/PHB–4 s využitím červeného laseru 785 nm je znázorněna na obrázku níže 




Obrázek 29 - Cupriavidus necator kultivovaná v různých kultivačních médiích,  
měřeno červeným laserem 785 nm 
I na tomto příkladu je zřejmé, že emisní linie (Obrázek 29) bakterie Cupriavidus necator H16 
a Cupriavidus necator H16/PHB–4 jsou si velmi podobné. U bakteriálního kmene 
Cupriavidus necator H16/PHB–4 je ve vlnočtu kolem 830 cm–1 a 1 738 cm–1 absence píků, 
které signalizují přítomnost P(3HB). Dále spektrum odhaluje, že s přibývajícím množstvím 
dusíku v podobě síranu amonného v kultivačním médiu u bakterie Cupriavidus necator H16, 
klesalo množství polymeru P(3HB) v buňkách této bakterie, podle spektra tedy nejvyšších 
hodnot dosahovala kultura Cupriavidus necator H16, kde bylo do produkčního minerálního 
média přidáno 1 g/l síranu amonného, naopak nejnižšího množství polymeru bylo v případě 
kultivace Cupriavidus necator H16 v komerčně dostupném médiu Nutrient Broth, toto 
médium není, díky vysokému obsahu dusíku, vhodnou volbou pro kultivaci bakterií 
za účelem produkce PHA.  
 
V experimentu jsem se zaměřila zejména na přítomnost biopolymeru P(3HB), který se 
vyskytuje u vybraných PHA produkujících bakteriálních kmenů intracelulárně ve formě 
granulí. Při porovnání Ramanových spekter (Obrázek 28 a Obrázek 29) s výsledky z plynové 
chromatografie s FID detekcí (Obrázek 12), pomocí které jsme získali přesný obsah P(3HB) 
v sušině buněk, dosažené výsledky spolu dobře korelovaly. V obou případech nejvyšších 
obsahů P(3HB) dosahovala bakterie Cupriavidus necator H16, kde byla limitace živin 
dusíkem, bylo tedy do produkčního minerálního média přidáváno nejnižší množství síranu 
amonného a to 1 g/l kultivačního média. Naopak nejnižšího množství P(3HB) bylo naměřeno 
u bakterie Cupriavidus necator H16, která byla kultivována v Nutrient Broth médiu. Mutantní 
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kmen Cupriavidus necator H16/PHB–4 není schopný produkce polymeru PHA, toto jsme si 
potvrdili při vyhodnocování spekter, v tomto případě charakteristický pík pro přítomnost 
P(3HB) chyběl. 
Tato metoda nachází dobré uplatnění při charakterizaci složení jednotlivých bakteriálních 
buněk. Velkou výhodou Ramanovy mikrospektroskopie je velmi malá spotřeba vzorku při 
analýze. Ramanova mikrospektroskopie je rychlým, všestranným a prakticky neinvazivním 





Předložená diplomová práce byla zaměřena na studium využití Ramanovy spektroskopie a 
Ramanovské pinzety k analýze a potenciální isolaci gramnegativních bakteriálních kmenů 
produkujících PHA.   
V experimentální části byly analyzovány bakteriální kmeny, které za vhodných podmínek 
tvoří polyhydroxyalkanoáty – Burkholderia cepacia, Halomonas halophila, Cupriavidus 
necator H16 a dále jeho mutantní kmen Cupriavidus necator H16/PHB–4, který není schopný 
produkce polymeru P(3HB). Studium se soustředilo i na bakterii Lactobacillus delbrueckii, 
která sice není producentem polyhydroxyalkanoátů, ale byla vybrána jakožto náš jediný 
studovaný zástupce grampozitivních bakterií. Pomocí plynové chromatografie s FID detekcí 
jsme stanovili obsah P(3HB) v biomase PHA produkujících bakteriálních kmenů, následně 
jsme díky Ramanově mikrospektroskopii, Ramanovské pinzetě či FT-IR spektrometr 
v kombinaci s Ramanovým FT-modulem dokázali potvrdit přítomnost P(3HB) u bakterií, 
které tento polymer produkují, tedy u Cupriavidus necator H16 a Halomonas halophila. 
U bakterie Burkholderia cepacia se nám přítomnost polymeru P(3HB) neprokázala ani jednou 
z uvedených metod. 
Při práci s Ramanovskou pinzetou za použití laseru 532 nm se nám nepodařilo zachytit vzorek 
na úrovni jedné buňky, ale na první pohled bylo zřejmé, že použitím optické pasti se buňky 
soustřeďovaly do ohniska, které past vytvářela, záření bez fyziologického poškození buněk. 
Pro lepší využití Ramanovské pinzety a následné manipulaci jednou buňkou je zapotřebí řidší 
kultury s obsahem menšího množství bakteriálních buněk, než bylo použito v našem případě. 
Přestože při práci s Ramanovskou pinzetou bylo dosaženo ve spektrech menší intenzity než 
při využití Ramanovy mikrospektroskopie, lze Ramanovu pinzetu považovat za vhodnou 
metodu při kvalitativním vyhodnocování spekter, zároveň je její největší výhodou rychlost 
analýzy a není potřebná speciální úprava vzorku. Je důležité zmínit, že pomocí Ramanovské 
pinzety je možné identifikovat PHA produkující bakterie na úrovni jedné buňky a zároveň 
s vybranými buňkami fyzicky manipulovat. Proto je principiálně možné využít Ramanovskou 
pinzetu k isolaci PHA produkujících kmenů ze směsných mikrobiálních konsoricií.  
Nejvíce se nám při využití Ramanovy spektroskopie osvědčila aplikace vzorku, který byl před 
analýzou zbavený zbytku kultivačního média, spektra vykazovala přesněji vykreslené a 
intenzivnější píky. Naopak za nejméně informující spektra lze považovat ta, ve kterých byly 
použity vzorky nanesené přímo z kultivačního média, v tomto případě byly vykreslené jen 
některé charakteristické píky, proto lze tato spektra považovat pouze za orientační.  
Pozornost byla dále zaměřena na bakterii Cupriavidus necator H16, která je modelovým 
organismem pro produkci P(3HB), a její mutantní kmen Cupriavidus necator H16/PHB–4, 
která naopak není schopná produkce polymeru P(3HB) ve svých buňkách. Bakteriální kmen 
Cupriavidus necator H16 byl kultivován v produkčním minerálním médiu o různém obsahu 
dusíku, a zároveň kultivace probíhala i v tekutém médiu Nutrient Broth, spektra byla následně 
porovnána se spektrem bakteriálního kmene Cupriavidus necator H16/PHB–4. 
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Po porovnání Ramanových spekter bakterií Cupriavidus necator H16 a Cupriavidus 
necator H16/PHB–4 s výsledky z plynové chromatografie s FID detekcí, pomocí které jsme 
získali přesný obsah P(3HB) v sušině buněk, dosažené výsledky spolu dobře korelovaly. 
V obou případech nejvyšších obsahů P(3HB) dosahovala bakterie Cupriavidus necator H16, 
kde byla limitace živin dusíkem, bylo tedy do produkčního minerálního média přidáváno 
nejnižší množství síranu amonného a to 1 g/l kultivačního média. Naopak nejnižšího množství 
P(3HB) bylo naměřeno u bakterie Cupriavidus necator H16, která byla kultivována 
v Nutrient Broth médiu. Mutantní kmen Cupriavidus necator H16/PHB–4 není schopný 
produkce polymeru PHA, toto jsme si potvrdili při vyhodnocování spekter, v tomto případě 
charakteristický pík pro přítomnost P(3HB) chyběl. Intenzita píku 745 cm–1 negativně 
korelovala s obsahem P(3HB) v bakteriálních buňkách, proto by bylo zajímavé tento pík 
přiřadit konkrétnímu metabolitu. 
Ramanova spektroskopie nachází dobré uplatnění při charakterizaci složení jednotlivých 
bakteriálních buněk. Velkou výhodou Ramanovy mikrospektroskopie je velmi malá spotřeba 
vzorku při analýze. Ramanova mikrospektroskopie je rychlým, všestranným a prakticky 
neinvazivním nástrojem pro studium buněk. 
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SCP single-cell protein 
TCA Krebsův cyklus 
AFM mikroskop pro atomovou sílu 
STM skenovací tunelový mikroskop 
NB Nutrient Broth médium 
CNM komplexní živné médium 
ISTD interního standardu 
FT-IR Infračervená spektroskopie s Fourierovou transformací 
 
